
ՀԱՅԿԱԿԱՆ 11.11Հ Դ1'Տ1)1'Թ311հՆՆԿ1'1' ԱԿԱԴ(|Ա|-Ա;3է- ԱԿԿՈ ԻՅ
ДОКЛАДЫ АКАДЕМИИ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР

I.WXV ~~ 1987 ՛ 4

УДК 577.2.575
БИОХИМИЯ

Р. Л. Захарин. С. I'. Ьагразян

Перенос „Р“-элемента в зародышевые клетки Drosophila hydei 
и клетки костного мозга мышей

(Представлено чл.-корр. АН Армяиской ССР А. А. Галояном 30/Х 1986)

Перенос гена в клетки высших эукариот путем введения чужерод
ной генетической информации сопровождается интеграцией вводимого 
гена в геном, его экспрессией, стабильно наследуемым и сохраняемым 
изменением в фенотипе рсципиентных клеток (*՜4).

Определенный интерес представляет использование в качестве 
вектора транспозонподобных генов эукариот с целью повышения 
частоты трансформации и интеграции вводимого гена в специфические 
места генома (5՜10). Спредлинг и Рубин показали высокую частоту 
транспозиции из -плазмиды в геном при соответствующих генетиче
ских критериях клонированного P-элемента в зародышевых клетках 
Drosophila melanogaster (:’10)

В данном исследовании изучена возможность транспозиции из 
состава рекомбинантной плазмиды и функционирования Р-элемента 
в зародышевых клетках Drosophila hydei, родственной к Drosophila 
melanogaster, и в клетках костного мозга мыши.

Для микроинъекций и транспорта ДНК в зародышевые клетки 
Dr. hydei и в клетки костного мозга мыши были использованы реком
бинантные ДНК, любезно предоставленные Спредлннгом и Рубиным: 
а) рекомбинантная ДНК pH 25.1, содержащая интактный ген Р-эле
мента в 3,0 т. и. о. (7 10); б) рекомбинантная ДНК Carnegue-20, со
держащая ген ксантиндегидрогеназы (ту’ ) в составе фрагмента в 
7,2 т. п. о., вставленного в полилинкерный участок по Hind Ill сайту 
вектора Carnegue-2, полученного на основе делеционного мутанта 
P-фактора в 1,2 т. и. о., встроенного в вектор pL’C ("), с полилинке
рами, разобщающими Р-фактор.

Клетки костного мозга получали от мышей линии СЗН, предвари
тельно обработанных винбластином в дозе 3 mi/кг; суспензия 10н кле
ток в 10 мл среды инкубировалась с 1,0 мл Са-пренипитата ДНК, со
держащей смесь 150 мкг ДНК pH 25.1 и 20 мкг ДНК рекомбинантной 
плазмиды с геном дигпдрофолатредуктазы—PHG (՛), и вводилась 
внутривенно СЗН мышам, которых за 24 ч до инокуляции клеток об
лучали в дозе 800 рад. Через 72 ч после инокуляции трансформиро
ванных клеток мышам вводили метотрсскат в дозе 0,5 мг/кг веса три 
раза в педелю.

После инокуляции клеток мышей забивали; колонии, сформиро
вавшиеся па селезенке, были использованы для получения ДНК- 
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В контрольных и опытных экспериментах после рестрикционного 
анализа геномной ДНК в 1%-ном агарозном геле проведена гибриди
зация по Саузерну: все гибридизационные пробы были мечены [32Р| 
методом „nich translation* (12).

С целью выяснения наличия P-элемента в геноме Dr. hydei 
геномная ДНК Dr. hydei, mocco, melanogaster (дикий тип) и M-cyto- 
type была рестрицирована рестрпктазой Есо RI, фракционирована в 
1%-ном агарозном геле и исследована гибридизационным анализом 
по Саузерну с пробами гена P-элемента и „rosy*, в качестве мар
кера во всех случаях использованы молекулярные веса фрагментов 
ЦНК фага X, рестрицированной Hind III.

На рис. 1 показаны гибридизация „rosy* гена с Есо RI рестрик
тами ДНК генома Dr. melanogaster (Z-я полоса), Dr. Hydei white, 
женская особь (2-я полоса); мужская особь (3-я полоса). Нижний 
сигнал гибридизации в полосах соответствует Есо RI фрагменту 
„rosy* гена в 4,7 т. п. о.; Hind 111 фрагмент ДНК с участком из ло
куса „white" от Carnegue—1 гибридизуется с Есо RI рестриктами 
ДНК Dr. melanogaster (5-я полоса) в районе 16 т. п. о.; ДНК Dr. 
mocco, hydei „white" (соответственно 4, 6, 7-я полосы) не содержат 
данную последовательность фрагмента из локуса „white" Dr. melano
gaster. Ген P-элемента не гибридизуется с Есо RI рестриктами ДНК 
генома Dr. hydei „white* и mocco, Dr. melanogaster M—Cytotype (3, 
10, /7-я полосы). Ген P-элемента обнаруживается в ДНК Dr. mela
nogaster (P-я полоса), в районе 16 т. п. о.

На рис. 2 представлены результаты рестрикционного и гибриди
зационного анализа по Есо R! геномной ДНК из личинок Dr. hydei 
„white", в эмбрионы которых были инъецированы P-фактор и ген 
„rosy*: полоса / — ДНК Dr. hydei „white"; 2 — ДНК Dr. hydei „whi
te*, инъецированые буфером; 3 — ДНК Dr. hydei (дикий), инъециро
ванные РП 25.1; 4 — то же, что и 3 в присутствии 5 азацитидина: 
5 — Dr. hydei „white*, инъецированные PH 25.1 и Carnegue -20; 
6—ДНК Dr. mel M-cytotype, инъецированные PII 25.1.

1—4, 6-я полосы гибридизованы с Hind П1 [32Р]-фрагментом 
гена P-элемента из Carnegue-2: 5-я полоса гибридизована с фраг
ментом Hind III гена P-элемента и геном-фрагментом в 7,2 т. п. о., 
„rosy* из Carnegue-20. В полосах 7, 2 не выявлены последователь
ности, гомологичные к P-элементу. Выявленные фрагменты (полосы 
3 и 4) имеют молекулярный вес около 6,7 т. п. о. и соответствуют 
фрагменту инъецированной плазмиды РН 25.1 (после выщепления из 
состава ДНК рП 25.1 Есо RI фрагмента с мол. весом 2 т. п. о). Вы
явленные сигналы гибридизации в полосе 5: нижний—мол. вес около 
4,7 т. п. о. соответствует Есо RI „rosy* фрагменту геномной ДНК и 
Есо RI фрагменту от инъецированной плазмиды Carnegue-20; гибри
дизация на уровне 6,7 т. п. о. соответствует фрагменту в 6, т. п. о. 
из рП 25.1; гибридизуютиеся фрагменты с относительно высоким 
мол. весом совпадают с аналогичными рестриктами ДНК Dr. hydei 
„white* полос 2 и 3 на рис. 1.

Выявленные фрагменты — ДНК личинок Dr. melanogaster М- 
Cytotype (полоса 6) имеют наряду с мол. весом в 6,7 т. п. о. более 
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Высокие мол. веса, свидетельствующие о транспозиции последова
тельностей гена P-элемента и интеграция в геномную ДНК Dr. me- 
lanugaster M-Cytutype.

Полученный результат свидетельствует, что геном Dr. hydei «white»,

Рис. 1. ДНК ОгозорпЧа разных линий, рестрицированная 
ЕсоК I и анализированная в гибридизации на наличие 

гена Р-элемента (объяснение см. в тексте)

Рис. 2. Гибрнди ։аци< нный анализ рестрнцированной по 
Есо R I геномной ДНК из личинок Ог. 1»ус!е1, в эмбрионы 
которых были инъецированы Р-элемент и ген <гозу» (объ

яснение см. в тексте)

ный
Г ибридизацион

анализ ДНК коло
пин миэлолдных клеток, 
трансформированных ге
ном Р-элемента (объяс

нение см. в тексте)

как и дикий тип, не содержит в 
гомологичных к гену Р-эле мента;

своем составе последовательностей, 
полоса 3 показывает, что инъециро

ванный в эмбрионы интактный ген P-элемента не переносится в геном
и продолжает на определенное время сохраняться в клетках разви
вающейся личинки, возможно, в виде эписомы рП 25.1.

Известно, что в ряде случаев экзогенная ДНК, „введенная в клет
ки, метилируется, что рассматривается как возможная причина по
давления экспрессии введенного гена; с целью ингибирования воз
можного метилирования гена транспозазы в эксперименте (полоса 4) 
наряду с геном P-фактора в эмбрионы был инъецирован 2,5 мМ раст
вор 5-азацитидина. Полоса 4 показывает, что и в случае инъекции 
5-азацитидина ген P-элемента не интегрирует в геном. Как в полосе 
3, так и 4 обнаруживается строгая гибридизация с фрагментом около 
6,7 т.п. о., вырезанным Есо RI из ДНК pH 25.1.

Полоса 5 свидетельствует, что, как и в случае 3 и 4, транспозиции 
ни P-элемента, ни гена «rosy» не происходит; строгая гибризуемость

174



обнаруживается для фрагмента в 4,1 т. п.о. и 0,7 т.п. о. от Carnegue- 
20 и 6,7 т. п. о. от рП 25.1.

1аким образом, ген P-элемента (Р-семейство генов) отсутствует 
в липни Dr. Iiydei, и в отличие от заднеполюсных зародышевых кле
ток эмбрионов Dr. melanogaster в клетках Dr. Iiydei процесс транспо
зиции в хромосому гена Р-элемента и гена «rosy», из состава введен
ных рекомбинантных ДНК, по-видимому, репрессирован; 5-азацитидин 
не эффективен в индукции процесса транспозиции. Результат, полу
ченный на примере нового семейства P-элемента, показывает еще один 
пример видовой специфичности, описанный и являющийся отличитель
ной чертой ряда семейств мобильных диспергированных генов 
(м.д. г.) у дрозофилл, некоторым из которых присуща высокая видо- 
специфичность. Можно предположить, что данная видоспецифичность 
поддерживается наличием у Drosophila определеного репрессирующе
го механизма, «иммунитета», создаваемого в клетке м.д. г. к суперин
фицированию и ограничивающего распространение определенных се
мейств м. д. г., в том числе и P-фактора, среди различных линий 
Drosophila, аналогично явлению несовместимости плазмидных генов 
у бактерий.

В следующей серии экспериментов исследована способность ин
тактного гена P-элемента функционировать в клетках костного моз
га мыши, достаточно отдаленной от Drosophila по генетическому со
держанию.

ДНК колоний миэлоидных клеток, получивших гены P-элемента в
процессе сотрансформации, была рестрицгрована Есо R!; полученные 
фрагменты после электрофоретического разделения в 1%-ном агароз
ном геле были анализированы по Саузерну, с ДНК рП 25.1, меченной 
[32Р], как описано выше.

Как видно из рис. 3, б, в составе генома трансформированных 
клеток во фрагментах достаточно высокого молекулярного веса (23— 
9 т. п.о.) выявляются сигналы присутствия последовательностей плаз
миды рП 25.1. Гибридизационный анализ той же ДНК. после рестрик
ции Есо К1, со смесью фрагментов ДНК рП 25.1, содержащих гены 
области «white» и pBR 322 (рис. 3, а), позволяет сделать заключение,
что именно последовательности гена P-элемента ответственны за гиб
ридизацию в полосе 3 б. С целью установления величины IIрагмента1

1

гена Р-элемента в составе фрагментов 23—9 т. п. о. элюированная с 
данной зоны агарозы ДНК была рестрицирована ферментом Луи II и 
вновь анализирована в гибридизации с [32Р] ДНК рП 25.1.

Полученный результат (рис. 3, в) демонстрирует наличие трех 
четких полос гибридизуемости: 1,5; 0,54; 0,48 т. п.о., соответствующих 
фрагментам интактного гена Р-элемента в условиях рестрикции Луу

II.
Таким образом, в отличие от клеток Drosophila hydei в миэлоид

ных клетках мыши P-элемент, по-видимому, способен .к автономной 
репликации и репликативной транспозиции интактного гена в состав 

(1 т \ ) •
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1 Iiicthtvt экспериментальной биологии 
Академии наук Армянской ССР

II- . Ա. 9.ԱՔԱՐՑԱՆ, II. 2. ՈԱԴՐԱԱՅԱՆ

P-Լլե մենտի ւոեւլափււիւու р յու Ер մկների ոսկրածուծի |«ջի^ներհ և 
Drosophila hydei սաղմնային բջիջների մեջ

^ոլյց ( տված, որ 13րՕՏՕբ11!13 11\'<1օյ դենոմում |-1 — էլեմենւոր րադա֊ 
կայում է, ե որ ի տ ա ր ր հր ո ւ թ յ ո ւն ՕքՕՏՕթհԱՅ Ո՜101 ՏՈՕ £ՅՏէ'6ք սաղմնային 
բջիջն երի, ԶրՕՏՕբհ1՜1ո հ};մօ1 սաղմնային բջիջն հրում միկրոն երարկման մե
թոդով ներմուծված ոհկոմրինանտ ԴՆՕ'-ների կաղմիր |3— էլեմենտի հ 
ր ս աե տ ին դե > ի դ ր ոհ են սյ ղ ի դեների սւրան սպ ո ղի ւյի ան քրոմոսոմում ճնշված 
է։ Տ րան ս պո ղի ղ ի ա [ի ւղրորյեււի ին դ ո ւ կ րյ ի ա յ ի համար 5 — աղաբիտիդինր արդ
յունավետ չէ։ Ւ տարբերություն DгOSOphila 11\'(1օյ, մկների միելոիղային 
րջիջն ե րում Ս— էլեմ ևնտը ներգրավվում է դենում ոհկոմրինանտ ԴՆԹ*֊ի կաղ- 
մ ի ր Ս— տրանսպողոնի ինտակսւ դենի կտրման հ տբան ս պո ղիցի ա յի ճա֊ 
ն ապար ՛. ո վւ
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