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Îñîáåííîñòè ñïåðìàòîãåíåçà ó Drosophila melanogaster

Äëÿ ñïåðìàòîãåíåçà è ó ìîäåëüíîãî îáúåêòà Drosophila melanogaster, è ó ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷àÿ
÷åëîâåêà, õàðàêòåðíà ñïåöèôè÷íîñòü ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ êàê íà òðàíñêðèïöèîííîì, òàê è íà ïî-
ñòòðàíñêðèïöèîííîì óðîâíÿõ, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â ñóùåñòâîâàíèè ñåìåííèêîâî-ñïåöèôè÷íûõ òðàíñïîðò-
íûõ ðåöåïòîðîâ ìÐÍÊ — NXF (nuclear export factor). Èñïîëüçóÿ àíòèòåëà ê Ñ-òåðìèíàëüíîé ÷àñòè áåëêà
Dm NXF1 (SBR), ïîêàçàëè, ÷òî íà âñåõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà äàííûé áåëîê ïðåäñòàâëåí â ñóùåñòâåí-
íîì êîëè÷åñòâå. Íà âñåõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà íàìè ïîêàçàíà öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ áåëêà
Dm NXF1. Äàííûé áåëîê ëîêàëèçóåòñÿ â ÿäðå èëè â ñîñòàâå ÿäåðíîé îáîëî÷êè íà ñòàäèè îêðóãëûõ ñïåð-
ìàòèä. Â ïåðèîä ýëîíãàöèè ñïåðìàòèä áåëîê Dm NXF1 ëîêàëèçîâàí ïîëÿðíî, ðàñïîëàãàÿñü òîëüêî âäîëü
îäíîé ñòîðîíû âûòÿíóòîãî ÿäðà ñïåðìàòèäû, à íà ñòàäèè èíäèâèäóàëèçàöèè ñïåðìàòèä — â âèäå êðóï-
íûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ãðàíóë ïåðåìåùàåòñÿ â õâîñò ñïåðìàòîçîèäà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðàíñïîðò ìÐÍÊ, ñïåðìàòîãåíåç, Drosophila, NXF.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ìÐÍÊ — ìàòðè÷íàÿ èëè èíôîðìàöèîííàÿ ðèáîíóêëåèíîâàÿ êèñëîòà,
ÐÍÏ — ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâûé êîìïëåêñ, NXF (nuclear export factor) — ôàêòîð ÿäåðíîãî ýêñïîðòà
ìÐÍÊ.

Ïðîöåññû, ïðîòåêàþùèå â ñïåðìàòîãåíåçå, õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ ýâîëþöèîííîé êîíñåðâàòèâíîñòüþ è ñõîäíû
ó ðàçíûõ æèâîòíûõ (Guraya, 1987; Fuller, 1993). Âî âðåìÿ
ñïåðìàòîãåíåçà ìóæñêèå çàðîäûøåâûå êëåòêè ïîäâåð-
ãàþòñÿ äèôôåðåíöèðîâêå è áûñòðîé ïîëÿðèçàöèè, ÷òî
òðåáóåò òðàíñïîðòà è îïðåäåëåííîé ëîêàëèçàöèè áåëêîâ,
ìÐÍÊ è îðãàíîèäîâ. Èçâåñòíî, íàïðèìåð, ÷òî â ìóæ-
ñêèõ çàðîäûøåâûõ êëåòêàõ ìûøè áåëîê TB-RBP (Testis
brain RNA-binding protein), èëè òðàíñëèí, òðàíñïîðòèðó-
åò îïðåäåëåííûå ìÐÍÊ â ñîñòàâå ðèáîíóêëåîïðîòåèíî-
âûõ êîìïëåêñîâ (Han et al., 1995; Morales et al., 2002).
Â ÷àñòíîñòè, ýòî îòíîñèòñÿ ê ìÐÍÊ ãåíîâ X-õðîìîñîìû,
êîòîðûå ýêñïðåññèðóþòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî â ìóæñêèõ ïî-
ñòìåéîòè÷åñêèõ çàðîäûøåâûõ êëåòêàõ è õàðàêòåðèçóþòñÿ
îòñðî÷åííîé òðàíñëÿöèåé (Morales et al., 2002). Ãàïëîèä-
íûå ñïåðìàòèäû ñâÿçàíû ìåæêëåòî÷íûìè ìîñòèêàìè è
îáðàçóþò ñèíöèòèé, ÷òî îáåñïå÷èâàåò îäèíàêîâûå óñëî-
âèÿ äëÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ðàçíûé íàáîð õðîìîñîì.
Ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ãåíåòè÷åñêè ãàïëîèäíûå ñïåðìàòèäû
ÿâëÿþòñÿ ôåíîòèïè÷åñêè äèïëîèäíûìè (Braun et al.,
1989; Fuller, 1993; Morales et al., 1998). Äðóãîé êëàññè÷å-
ñêèé ïðèìåð — ìÐÍÊ ïðîòàìèíîâ, êîòîðûå ñèíòåçèðóþò-
ñÿ íà ñòàäèè îêðóãëûõ ñïåðìàòèä, òðàíñïîðòèðóþòñÿ è
õðàíÿòñÿ â öèòîïëàçìå â ñîñòàâå ìÐÍÊ íåñêîëüêî ñóòîê
äî íà÷àëà òðàíñëÿöèè íà ñòàäèè óäëèíåííûõ ñïåðìàòèä
(Balhorn et al., 1984; Kleene et al., 1984; Giorgini et al.,
2001).

Îäíîé èç îñîáåííîñòåé ñïåðìàòîãåíåçà ÿâëÿåòñÿ òî,
÷òî ñóùåñòâóþò ãåíû, êîòîðûå íå ýêñïðåññèðóþòñÿ íè â

êàêèõ òêàíÿõ, êðîìå ñåìåííèêîâ. Ê ãåíàì, ñïåöèôè÷íûì
äëÿ ñïåðìàòîãåíåçà, îòíîñÿòñÿ ñöåïëåííûå ñ Y-õðîìîñî-
ìîé ôàêòîðû ìóæñêîé ôåðòèëüíîñòè, à òàêæå íåêîòîðûå
ãåíû, ëîêàëèçîâàííûå â X-õðîìîñîìå è àóòîñîìàõ (Waki-
moto et al., 2004). Êðîìå òîãî, äëÿ ìíîãèõ ãåíîâ ïîêàçàíî
íàëè÷èå ñåìåííèêîâî-ñïåöèôè÷íûõ ïàðàëîãîâ (Mikhaylo-
va et al., 2008), à â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ (HIPK3 è äð.) ñå-
ìåííèêîâî-ñïåöèôè÷íûå ïðîäóêòû ôîðìèðóþòñÿ â ðå-
çóëüòàòå àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà (Elliot, Grellscheid,
2006).

Ãåí small bristles (sbr) ïðèíàäëåæèò ê ýâîëþöèîííî
êîíñåðâàòèâíîìó ñåìåéñòâó ãåíîâ nxf (nuclear export fac-
tor) è ïîýòîìó ïîëó÷èë ó Drosophila melanogaster åùå
îäíî íàçâàíèå — Dm nxf1 (Herold et al., 2000, 2001; Òðåòü-
ÿêîâà è äð., 2001; Wilkie et al., 2001). Îðòîëîãè ãåíà
Dm nxf1 ó íåìàòîäû (Ce nxf1), ìûøè (Mm nxf1) è ÷åëîâåêà
(Hs nxf1) êîäèðóþò ãëàâíûå òðàíñïîðòíûå ðåöåïòîðû
ìÐÍÊ è ýêñïðåññèðóþòñÿ âî âñåõ òêàíÿõ (Tan et al., 2000;
Herold et al., 2001; Sasaki et al., 2005). Äëÿ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ èçâåñòíî, ÷òî ãåíû-ïàðàëîãè nxf1 ïðîÿâëÿþò òêàíå-
ñïåöèôè÷íûé õàðàêòåð ýêñïðåññèè, ÷òî, êàê ïîëàãàþò,
ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñî ñïåöèàëèçàöèåé èõ ôóíêöèè â îò-
íîøåíèè îñîáûõ ìÐÍÊ (Herold et al., 2001; Jun et al., 2001;
Yang et al., 2001; Sasaki et al., 2005). Ñóùåñòâîâàíèå ïà-
ðàëîãè÷íûõ ãåíîâ ñåìåéñòâà nxf ó ìëåêîïèòàþùèõ, ýêñï-
ðåññèÿ êîòîðûõ ñïåöèôè÷íà äëÿ ñåìåííèêîâ è ìîçãà, ñ õà-
ðàêòåðíîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ëîêàëèçàöèåé ïðîäóê-
òîâ ýòèõ ãåíîâ ñôîðìèðîâàëî ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî
ôàêòîðû NXF ñâÿçàíû ñ âðåìåííî íå òðàíñëèðóåìûìè
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ìÐÍÊ (Herold et al., 2000, 2001; Jun et al., 2001; Yang et al.,
2001; Sasaki et al., 2005; Tan et al., 2005; Tretyakova et al.,
2005; Lai et al., 2006; Takano et al., 2007; Katahira et al.,
2008).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Í î ç å ð í - á ë î ò - ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ. Ýëåêòðîôîðåç òî-
òàëüíîé ÐÍÊ ïðîâîäèëè â 1.5—2%-íîì ôîðìàëüäå-
ãèä-àãàðîçíîì ãåëå (4—6 ìêã ÐÍÊ íà äîðîæêó). Ôðàêöèî-
íèðîâàííóþ â ãåëå ÐÍÊ ïåðåíîñèëè íà íåéëîíîâóþ ìåì-
áðàíó Hybond-N+ (Amersham, Àíãëèÿ) â óñëîâèÿõ âàêóóìà,
èñïîëüçóÿ áëîòòåð VacuGene XL (Amersham, Àíãëèÿ) ïðè
70 ìáàð. ÐÍÊ äîïîëíèòåëüíî ôèêñèðîâàëè, îáëó÷àÿ ÓÔ
(UV cross-linking) ïðè 312 íì â òå÷åíèå 1 ìèí. Â êà÷åñòâå
çîíäà èñïîëüçîâàëè êÄÍÊ ãåíà sbr (GenBank/EBI/Accessi-
on no. AJ318090.I. — AJ). Ôðàãìåíò êÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñî 137-é ïî 672-þ àìèíîêèñëîòó
â áåëêå SBR, áûë âñòðîåí â âåêòîð pGEX5X-3 ïî ñàéòàì
ðåñòðèêöèè EcoRI è NotI è ñëóæèë â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ìå÷åíûõ ïðîá. Äëÿ ìå÷åíèÿ çîíäîâ èñïîëüçîâà-
ëè Random Primed DNA Labeling Kit (Amersham, Àíãëèÿ)
è [á-32P]ATP. Ãèáðèäèçàöèþ ïðîâîäèëè â ãèáðèäèçàöèîí-
íîé ïå÷è (Rock ‘N’ Roll™, Boekel) ïðè 68 °Ñ â òå÷åíèå
8—12 ÷ â ðàñòâîðå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 2�—0.1� SSC,
0.1—1 % SDS. Äëÿ óäàëåíèÿ ìåòêè, ñâÿçàííîé íåñïåöèôè-
÷åñêè, ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ìåìáðàíó ïðîìûâàëè ïðè æå-
ñòêèõ óñëîâèÿõ: 0.1� SSC, 0.1 % SDS ïðè 68 °Ñ, 3 ðàçà â
òå÷åíèå 30 ìèí. Çàòåì ìåìáðàíó ýêñïîíèðîâàëè, èñïîëüçóÿ
ðåíòãåíîâñêóþ ïëåíêó (Kodak BIO MAX, Àíãëèÿ) è óñèëè-
âàþùèé ýêðàí, ïðè –70 °Ñ â òå÷åíèå 24—48 ÷.

Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòîâ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ èñïîëüçî-
âàëè ÐÍÊ-ìàðêåðû G3191 (Sigma, ÑØÀ).

È ì ì ó í î ö è ò î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ë î ê à ë è ç à -
ö è è á å ë ê à D m N X F1. Ñåìåííèêè âûäåëÿëè èç
3—5-ñóòî÷íûõ ñàìöîâ D. melanogaster ñòàíäàðòíîé ëàáî-
ðàòîðíîé ëèíèè äèêîãî òèïà Oregon-R. Ïðåïàðèðîâàëè
ñåìåííèêè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå (testis buffer:
183 ìÌ KCl, 47 ìÌ NaCl è 10 ìÌ Tris-HCl, pH 6.8), òùà-
òåëüíî óäàëÿÿ ñåìåííûå ïóçûðüêè, ïðèäàòî÷íûå æåëåçû,
ñåìÿèçâåðãàòåëüíûé êàíàë è äðóãèå ñîñòàâëÿþùèå ïîëî-
âîé ñèñòåìû ñàìöà. Ôèêñèðîâàëè òêàíü â 4%-íîì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäå â òå÷åíèå 7 ìèí. Îòìûâàëè â ðàñòâîðå
PBST (0.1 % Tween-20 â ôîñôàòíîì áóôåðå PBS (phospha-
te buffered saline (Ashburner, 1989)). Â êà÷åñòâå áëîêèðóþ-
ùåãî ðåàãåíòà èñïîëüçîâàëè 3%-íûé áû÷èé ñûâîðîòî÷-
íûé àëüáóìèí (ÁÑÀ) â PBST. Èíêóáàöèþ ñ ïåðâè÷íûìè
àíòèòåëàìè (1 : 400 â PBST + ÁÑÀ), ïîëó÷åííûìè ó ìû-
øåé, ïðîâîäèëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Îòìûâêè îò
ïåðâè÷íûõ àíòèòåë îñóùåñòâëÿëè â ðàñòâîðå PBST. Èíêó-
áàöèþ ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè (ê èììóíîãëîáóëèíàì
ìûøè) ïðîâîäèëè â ðàñòâîðå PBST + ÁÑÀ â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè 37 °Ñ. Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè
àíòèòåëà ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Invitrogen (ÑØÀ), ìå÷åí-
íûå ôëóîðîõðîìàìè Alexa Fluor 488 è Alexa Fluor 546.
Ïîñëå îòìûâêè îò âòîðè÷íûõ àíòèòåë â PBST ñåìåííèêè
èíêóáèðîâàëè ñ DAPI (4�,6-diamidino-2-phenylindole)
(1 ìêã/ìë â PBST) â òå÷åíèå 10 ìèí, îòìûâàëè 1 ðàç â PBS
è çàêëþ÷àëè ïîä ïîêðîâíîå ñòåêëî â ñðåäó Vectashield
(ÑØÀ). Àíàëèç ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè íà êîíôîêàëüíîì
ìèêðîñêîïå Leica TCS SP5 â ÖÊÏ «Õðîìàñ» (Öåíòð èñ-
ñëåäîâàíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû è ìîëåêóëÿðíîãî ñîñòàâà
áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ ïðè áèîëîãè÷åñêîì ôàêóëüòåòå
ÑÏáÃÓ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íàìè ïîêàçàíî íàëè÷èå ñïåöèôè÷íîãî äëÿ ñåìåííè-
êîâ òðàíñêðèïòà (ðèñ. 1) è òðàíñêðèïòà, ñïåöèôè÷íîãî
äëÿ íåðâíîé òêàíè (Èâàíêîâà è äð., 2009). Íåñìîòðÿ íà
ýâîëþöèîííóþ êîíñåðâàòèâíîñòü ãåíîâ nxf1, èìåþùèõ
îðòîëîãè ó ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìîâ, âêëþ÷àÿ ÷åëîâåêà,
òðàíñêðèïòû ãåíîâ Mm nxf1 è Hs nxf1, ñïåöèôè÷íûå äëÿ
ñåìåííèêîâ ó ìëåêîïèòàþùèõ, íå îïèñàíû. Âîçìîæíî, ó
ìëåêîïèòàþùèõ ôóíêöèþ, âàæíóþ äëÿ ñïåðìàòîãåíåçà,
âçÿëè íà ñåáÿ ãåíû-ïàðàëîãè (Mm nxf2 è Hs nxf2, Mm nxf3
è Hs nxf3), ïðîÿâëÿþùèå ñåìåííèêîâî-ñïåöèôè÷íûé õà-
ðàêòåð ýêñïðåññèè (Herold et al., 2000, 2001; Yang et al.,
2001; Sasaki et al., 2005; Wang, Pan, 2007). Ñóùåñòâîâàíèå
ó D. melanogaster ñåìåííèêîâî-ñïåöèôè÷íîãî ïðîäóêòà
ãåíà Dm nxf1 ìîæåò îòðàæàòü íà÷àëüíûé ýòàï ñïåöèàëèçà-
öèè òðàíñïîðòíûõ ðåöåïòîðîâ ñåìåéñòâà NXF.

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ ó÷àñòèÿ áåëêà Dm NXF1 (SBR) â
ñïåðìàòîãåíåçå äðîçîôèëû ìû ïðîâåëè èììóíîöèòîëîãè-
÷åñêèé àíàëèç ëîêàëèçàöèè áåëêà Dm NXF1 (SBR) íà ðàç-
íûõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà. Äëÿ ýòîãî ìû èñïîëüçîâàëè
àíòèòåëà ê ôðàãìåíòó áåëêà Dm NXF1, ïîëó÷åííûå íàìè.
Â ïåðâóþ î÷åðåäü ìû ïîêàçàëè, ÷òî ëîêàëèçàöèÿ áåëêà èç-
ìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè ñïåðìàòîãåíåçà. Íà
ðàííèõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà â ìèòîòè÷åñêè äåëÿùèõñÿ
êëåòêàõ áåëîê Dm NXF1 ïðèñóòñòâóåò â âèäå îòäåëüíûõ
ãðàíóë, ëîêàëèçîâàííûõ â ðàéîíå ÿäðà. Â çíà÷èòåëüíîì
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Ðèñ. 1. Òðàíñêðèïòû ãåíà Dm nxfl (sbr) Drosophila melanogas-
ter, âûÿâëÿåìûå â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ èìàãî è íåðâíûõ ãàíãëè-
ÿõ ëè÷èíîê ìåòîäîì Íîçåðí-áëîò-ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäîì AJ.

Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ñ óêàçàíèåì ðàçìåðà â íóêëåîòèäàõ;
1 — ÐÍÊ èç ÿè÷íèêîâ âçðîñëûõ ñàìîê, 2 — ÐÍÊ èç ñåìåííèêîâ âçðîñëûõ

ñàìöîâ, 3 — ÐÍÊ èç íåðâíûõ ãàíãëèåâ ëè÷èíîê òðåòüåãî âîçðàñòà.



êîëè÷åñòâå áåëîê Dm NXF1 ìîæíî âèäåòü íà ñòàäèè ïåð-
âè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ; îí ïðèñóòñòâóåò êàê â ÿäðå, òàê
è â öèòîïëàçìå â âèäå ãðàíóë (ðèñ. 2, à). Ïåðâè÷íûå ñïåð-
ìàòîöèòû ïîÿâëÿþòñÿ â ðåçóëüòàòå ÷åòûðåõ ïîñëåäîâà-
òåëüíûõ äåëåíèé ìèòîçà, êîòîðûå ïðèâîäÿò ê ôîðìèðî-
âàíèþ 16-êëåòî÷íîé öèñòû, âñå êëåòêè êîòîðîé ðàçâè-

âàþòñÿ ñèíõðîííî è ñâÿçàíû öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè ìîñ-
òèêàìè, îáðàçóÿ ñèíöèòèé (Fuller, 1993). Ñèíöèòèàëüíîå
ðàçâèòèå — õàðàêòåðíàÿ îñîáåííîñòü ôîðìèðîâàíèÿ ìóæ-
ñêèõ ïîëîâûõ êëåòîê ó ðàçíûõ æèâîòíûõ (Burgos, Faw-
cett, 1955; Fawcett, 1961; King, Akai, 1971; Rasmussen,
1973). Ïîääåðæàíèå ìåæêëåòî÷íûõ ñâÿçåé â ïðåäåëàõ öè-
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Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ áåëêà Dm Nxfl(SBR) ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà Drosophila melanogaster.

à — ëîêàëèçàöèÿ áåëêà íà ñòàäèè ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ (ìàñøòàá 10 ìêì). Áåëîê SBR äåòåêòèðóåòñÿ êàê â ÿäðå, òàê è â öèòîïëàçìå ñïåðìàòîöèòà â
âèäå ãðàíóë. Õðîìîñîìû äåêîíäåíñèðîâàíû è ïðåäñòàâëåíû òðåìÿ äèñêðåòíûìè ðåãèîíàìè â êàæäîì ÿäðå. Ñòðåëêîé îòìå÷åíà ãðàíóëà, ëîêàëèçîâàí-
íàÿ íà ïîâåðõíîñòè ÿäåðíîé îáîëî÷êè. á — ñïåðìàòèäû íà ñòàäèè ëóêîâèöû (ìàñøòàá 25 ìêì). Íà ñòàäèè ëóêîâèöû óâåëè÷èâàåòñÿ êîíöåíòðàöèÿ áåë-
êà â ñîñòàâå ÿäåðíîé îáîëî÷êè, íåîêðàøåííûå ñòðóêòóðû (ñòðåëêè) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé Íåáåíêåðí. â — çàêëþ÷èòåëüíàÿ ñòàäèÿ ýëîíãàöèè ñïåðìàòèä,
ïåðåä èíäèâèäóàëèçàöèåé (ìàñøòàá 25 ìêì). Áåëîê SBR ïîêèäàåò êîíäåíñèðîâàííûå ÿäðà è â ñîñòàâå áîëüøèõ ãðàíóë ïåðåìåùàåòñÿ â ôîðìèðóþùèå-
ñÿ õâîñòû ñïåðìàòîçîèäîâ. ã — ñïåðìàòèäû íà ñòàäèè êàíîý — ïåðâûé ýòàï ýëîíãàöèè (ìàñøòàá 25 ìêì). Íà äàííîé ñòàäèè áåëîê SBR ïåðåìåùàåòñÿ
íà îäíó ñòîðîíó ôîðìèðóþùåéñÿ ãîëîâêè ñïåðìèÿ. Íà ðèñóíêå ïðåäñòàâëåíû ó÷àñòîê ñåìåííèêà, ñîäåðæàùèé ñïåðìàòèäû íà ñòàäèè êàíîý, è óâåëè-
÷åííîå èçîáðàæåíèå íåñêîëüêèõ óäëèíÿþùèõñÿ ãîëîâîê áóäóùèõ ñïåðìèåâ (âûíåñåíî). Êðàñíûé öâåò — âòîðè÷íûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå Alexa Fluor
546; ñèíèé — DAPI. à: 1 — îêðàñêà DAPI; 2 — âòîðè÷íûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå Alexa Fluor 546; 3 — ñîâìåùåíèå äâóõ îêðàñîê. á, â: 1 — îêðàñêà DAPI;

2 — âòîðè÷íûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå Alexa Fluor 488; 3 — ñîâìåùåíèå äâóõ îêðàñîê.



ñòû âàæíî äëÿ ñèíõðîíèçàöèè ïðîöåññîâ, ïðîòåêàþ-
ùèõ ïðè äèôôåðåíöèàöèè ñïåðìàòîçîèäîâ (Fawcett,
1961), è îáåñïå÷åíèÿ ðàâíûõ óñëîâèé äëÿ ãàïëîèäíûõ ïî-
ëîâûõ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ðàçíûå ïîëîâûå õðîìîñîìû
(Braun et al., 1989; Caldwell, Handel, 1991). Ýòè ñâÿçè ñî-
õðàíÿþòñÿ äî ìîìåíòà èíäèâèäóàëèçàöèè ñïåðìàòèä (Ful-
ler, 1993).

Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ ñïåðìàòîãåíåçà ìíîãèõ
æèâîòíûõ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ èäåò íå
òîëüêî â èíòåðôàçíûõ äèïëîèäíûõ, íî è â ìåéîòè÷åñêèõ
è ãàïëîèäíûõ êëåòêàõ (Kleene, 2001, 2003). Ïðè ýòîì ñèí-
òåçèðóþòñÿ ðàçëè÷íûå ìÐÍÊ, òðàíñëÿöèÿ êîòîðûõ ïðîèñ-
õîäèò íå ñðàçó ïîñëå òðàíñêðèïöèè. Â òå÷åíèå íåñêîëü-
êèõ ñóòîê òðàíñêðèïòû ìîãóò ñîõðàíÿòüñÿ â ñîñòîÿíèè,
íåäîñòóïíîì äëÿ òðàíñëÿöèè, êîòîðàÿ ïðîèñõîäèò â ïåðè-
îä ñïåðìèîãåíåçà (Kleene, 1996, 2003; Steger, 1999; Kotaja
et al., 2006). Ñïåðìèîãåíåç — ýòî ïðîöåññ ïðåâðàùåíèÿ
ñïåðìàòèä â çðåëûå ñïåðìàòîçîèäû, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ
ôîðìèðîâàíèåì ñëîæíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ñòðóêòóð, êî-
òîðûå íàäåëÿþò ñïåðìàòîçîèä ôóíêöèÿìè îäíîêëåòî÷íî-
ãî îðãàíèçìà, ñïîñîáíîãî óëàâëèâàòü ñèãíàëû èç îêðóæà-
þùåé ñðåäû è íàïðàâëåííî ïåðåìåùàòüñÿ, êîíêóðèðóÿ ñ
äðóãèìè ñïåðìàòîçîèäàìè â àêòèâíîì ïîèñêå ÿéöåêëåòêè.
Â ïåðèîä ñïåðìèîãåíåçà àêòèâèðóåòñÿ òðàíñëÿöèÿ ìÐÍÊ,
ðàíåå íàõîäèâøèõñÿ â ñîñòàâå êîìïëåêñîâ ÐÍÏ, áëîêèðî-
âàâøèõ òðàíñëÿöèþ (Kleene, 2001, 2003; Iguchi et al.,
2006).

Íà ñòàäèè ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ, ãîòîâûõ ïðè-
ñòóïèòü ê ìåéîçó, áåëîê Dm NXF1 â îñíîâíîì ïðèñóòñò-
âóåò â ÿäðå (ðèñ. 2, à). Â ÿäðå èìååòñÿ îáëàñòü, â êîòîðîé
áåëîê Dm NXF1 îòñóòñòâóåò. Ïî-âèäèìîìó, ýòà îáëàñòü
ñîîòâåòñòâóåò ÿäðûøêó. Íà ýòîé ñòàäèè è â ïåðèîä, ïðåä-
øåñòâóþùèé ôîðìèðîâàíèþ 16-êëåòî÷íîé öèñòû, ñîñòî-
ÿùåé èç äèïëîèäíûõ ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ, íà ïî-
âåðõíîñòè ÿäåð ìîæíî âèäåòü 1—2 ÿðêèå ãðàíóëû
(ðèñ. 2, à, ñòðåëêà), ñîäåðæàùèå ôàêòîð Dm NXF1. Ñèí-
õðîííîå ïîâåäåíèå ýòèõ ãðàíóë è èõ ðàñïîëîæåíèå íà ïî-
âåðõíîñòè ÿäðà ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îíè ìîãóò
áûòü ñâÿçàíû ñ öåíòðîñîìîé.

Öåíòðîñîìà èãðàåò îñîáóþ ðîëü â ñïåðìàòîãåíåçå.
Îíà îïðåäåëÿåò ïîëÿðíîñòü ñòâîëîâûõ êëåòîê, îáåñïå÷è-
âàÿ êîíòàêò ñ íèøåé è àñèììåòðè÷íîå äåëåíèå ñòâîëîâûõ
êëåòîê (Yamashita et al., 2007). Ñïåðìàòîöèòû äðîçîôèëû
ñîäåðæàò äâå ïàðû îðòîãîíàëüíûõ öåíòðèîëåé, êîòîðûå â
10 ðàç áîëüøå ïî ðàçìåðó, ÷åì â äðóãèõ êëåòêàõ (Gonzalez
et al., 1998). Â ñïåðìàòîãåíåçå öåíòðèîëè íåîáõîäèìû íå
òîëüêî äëÿ äåëåíèÿ êëåòîê, íî è äëÿ îáðàçîâàíèÿ æãóòè-
êîâ ñïåðìàòîçîèäà (Rieder et al., 2001; Basto et al., 2006).
Æãóòèêè, ÿâëÿÿñü ïðîèçâîäíûìè öåíòðèîëåé, îáû÷íî äî-
ïîëíèòåëüíî èìåþò äâå öåíòðàëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè, ðà-
äèàëüíûå ñïèöû è äèíåèíîâûå ïëå÷è, îáåñïå÷èâàþ-
ùèå ïîäâèæíîñòü æãóòèêà (Dawe et al., 2007). Íàðóøåíèå
ôîðìèðîâàíèÿ àêñîíåìû (æãóòèêà) ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî
çðåëûå ñïåðìàòîçîèäû ëèøåíû ïîäâèæíîñòè (Bisgrove,
Yost, 2006). Ïðè îïëîäîòâîðåíèè öåíòðîñîìà, ïîïàäàþ-
ùàÿ â ÿéöåêëåòêó âìåñòå ñî ñïåðìèåì, ó÷àñòâóåò â ôîðìè-
ðîâàíèè àñòðàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê, êîòîðûå îáåñïå÷è-
âàþò òðàíñïîðò ïðîíóêëåóñîâ äðóã ê äðóãó (Rieder et al.,
2001).

Âìåñòå ñî ñïåðìèåì â ÿéöåêëåòêó ïîïàäàþò è ÐÍÊ,
êîòîðûå ñïîñîáíû ïîâëèÿòü íà ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñî
ñëèÿíèåì ïðîíóêëåóñîâ è ïîñëåäóþùèìè ýìáðèîíàëüíû-
ìè ìèòîçàìè (Ostermeier et al., 2004). Ñêîðåå âñåãî, ïîñò-
òðàíñêðèïöèîííàÿ ñóäüáà ñïåðìàòîãåííûõ ÐÍÊ çàâèñèò
îò òîãî, â ñîñòàâå êàêèõ êîìïëåêñîâ îíè ïðîõîäÿò ñâîé

áèîãåíåç. Âîçìîæíî, äëÿ ÿäåðíîãî ýêñïîðòà è ïîñëåäóþ-
ùåãî áèîãåíåçà ÐÍÊ, ñèíòåçèðîâàííûõ â ñïåðìàòîãåíåçå,
íóæíû îñîáûå ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè, â òîì ÷èñëå è
òðàíñïîðòíûå ðåöåïòîðû. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî òåïëîâîå
âîçäåéñòâèå íà ïîëîâûå êëåòêè ñàìöîâ, íàõîäÿùèõñÿ íà
ñòàäèè êóêîëêè, ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ïîòîìêîâ ñ íàðó-
øåííûì ÷èñëîì è íàáîðîì íå òîëüêî îòöîâñêèõ, íî è ìàòå-
ðèíñêèõ õðîìîñîì (Êüåðãààðä, Ìàìîí, 2007).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëèëè ïðåäïîëîæèòü
ñóùåñòâîâàíèå ôàêòîðà èëè ôàêòîðîâ, ïîïàäàþùèõ â ÿé-
öåêëåòêó âìåñòå ñî ñïåðìèåì è ñïîñîáíûõ ïîâëèÿòü íà
ïðîöåññ ðàñõîæäåíèÿ êàê îòöîâñêèõ, òàê è ìàòåðèíñêèõ
õðîìîñîì ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ. Ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ
ýòèõ ôàêòîðîâ ïðèõîäèòñÿ íà ïåðèîä ñïåðìàòîãåíåçà è,
ïî-âèäèìîìó, îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè ó÷àñòèè ïðîäóêòà ãåíà
Dm nxf1 (Êüåðãààðä, Ìàìîí, 2007). Ñâÿçü ðàçëè÷íûõ
ìÐÍÊ ñ öåíòðîñîìàìè, îáåñïå÷èâàþùèìè àñèììåòðèþ â
ðàñïðåäåëåíèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ äåòåðìèíàíò ìåæäó
äî÷åðíèìè êëåòêàìè (Lambert, Nagy, 2002), äåëàåò ïðè-
âëåêàòåëüíîé ãèïîòåçó î òîì, ÷òî ôàêòîð Dm NXF1 êàê
ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê ìîæåò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â
áèîãåíåçå öåíòðîñîìû è ñâÿçàííûõ ñ íåé ôàêòîðîâ (Ìà-
ìîí, 2008).

Íà ñòàäèè ëóêîâèöû, ñîîòâåòñòâóþùåé ñòàäèè îêðóã-
ëûõ ñïåðìàòèä, áåëîê Dm NXF1 òàêæå ëîêàëèçóåòñÿ êàê â
ÿäðå, òàê è â öèòîïëàçìå (ðèñ. 2, á). Íà ýòîé ñòàäèè 64
ãàïëîèäíûå êëåòêè, îáðàçóþùèå öèñòó, âñòóïàþò â ñïåð-
ìèîãåíåç — ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ çðåëîãî ñïåðìàòîçîè-
äà (Fuller, 1993). Â öèòîïëàçìå âáëèçè ÿäðà, êàê ïðàâèëî,
âèäíà îäíà êðóïíàÿ ãðàíóëà, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ áåëîê
Dm NXF1, à â ìèòîõîíäðèàëüíîì îáðàçîâàíèè, íàçûâàå-
ìîì Íåáåíêåðí (ðèñ. 2, á, ñòðåëêà), áåëîê Dm NXF1 íå
âûÿâëÿåòñÿ.

Íà ñòàäèè ýëîíãàöèè ñïåðìàòèä ïðîèñõîäèò êîíäåí-
ñàöèÿ õðîìàòèíà è èçìåíÿåòñÿ ôîðìà ÿäðà. Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî íà äàííîé ñòàäèè áåëîê Dm NXF1 ëîêàëèçóåòñÿ
íà îäíîé ñòîðîíå ÿäðà (ðèñ. 2, ã). Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ
òåì, ÷òî â õîäå ýëîíãàöèè ïðîèñõîäèò ïåðåñòðîéêà ÿäåð-
íîé ìåìáðàíû, ñîïðîâîæäàþùàÿñÿ ñìåùåíèåì ÿäåðíûõ
ïîðîâûõ êîìïëåêñîâ íà îäíó ñòîðîíó ÿäðà (Fuller, 1993).

Íà ôèíàëüíîé ñòàäèè ñïåðìàòîãåíåçà â õîäå èíäèâè-
äóàëèçàöèè áåëîê Dm NXF1 ïîêèäàåò ÿäðî è â ñîñòàâå
ìíîæåñòâà ãðàíóë ïåðåìåùàåòñÿ ê äèñòàëüíîìó êîíöó
õâîñòà ñïåðìàòîçîèäà (ðèñ. 2, â). Âîçìîæíî, ôàêòîð
Dm NXF1 â êîíöå ñïåðìàòîãåíåçà ïîäâåðãàåòñÿ ïðîòåà-
ñîìíîé äåãðàäàöèè, ÷åìó ñïîñîáñòâóåò íàëè÷èå â ñîñòàâå
äàííîãî áåëêà äîìåíà UBA-like (ubiquitin-associated do-
main). Äëÿ óñòðàíåíèÿ îòðàáîòàííûõ áåëêîâ èñïîëüçóþò-
ñÿ ïðîòåàñîìû. Ñåìåííèêîâî-ñïåöèôè÷íóþ èçîôîðìó
ïðîòåàñîìû — Prosá6T — ó D. melanogaster îáíàðóæèâà-
þò â ñîñòàâå ãðàíóë, ñîïðîâîæäàþùèõ êîìïëåêñ èíäèâè-
äóàëèçàöèè (Zhong, Belote, 2007). Äàííûé êîìïëåêñ,
îñíîâíîé ñîñòàâëÿþùåé êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ àêòèíîâûå
êîíóñû, ïåðåìåùàåòñÿ ê äèñòàëüíîìó êîíöó õâîñòà ñïåð-
ìàòîçîèäà, ôîðìèðóÿ íîâóþ ìåìáðàíó è òåì ñàìûì èíäè-
âèäóàëèçèðóÿ êàæäóþ çðåëóþ ïîëîâóþ êëåòêó (Noguchi et
al., 2008). Ðàñïîëîæåíèå ãðàíóë, ñîäåðæàùèõ ïðîòåàñîìó
Prosá6T, ïî îòíîøåíèþ ê àêòèíîâûì êîíóñàì äèíàìè÷íî.
Êîãäà êîìïëåêñ èíäèâèäóàëèçàöèè òîëüêî íà÷èíàåò ñîáè-
ðàòüñÿ âîêðóã óäëèíÿþùåãîñÿ è êîíäåíñèðóþùåãîñÿ
ÿäðà, ãðàíóëû âèäíû ïåðåä àêòèíîâûìè êîíóñàìè. Êîãäà
êîìïëåêñ èíäèâèäóàëèçàöèè ïîêèäàåò ÿäðî, àêòèíîâûå
êîíóñû è ãðàíóëû ïåðåñåêàþòñÿ, à çàòåì ãðàíóëû äâèæóò-
ñÿ ïîçàäè àêòèíîâûõ êîíóñîâ; ìóòàíòû ïî Prosá6T ïðîÿâ-
ëÿþò ìóæñêóþ ñòåðèëüíîñòü (Zhong, Belote, 2007).
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Ëîêàëèçàöèÿ è êîíöåíòðàöèÿ ôàêòîðà Dm NXF1 â
êëåòêå ìåíÿþòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè ñïåðìàòîãå-
íåçà. Äèíàìè÷íîå èçìåíåíèå ëîêàëèçàöèè áåëêà SBR,
ïî-âèäèìîìó, îòðàæàåò åãî ìíîãîôóíêöèîíàëüíîñòü â
ïðîöåññå ñïåðìàòîãåíåçà. Öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ëîêàëèçà-
öèÿ áåëêà SBR íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà ïîçâî-
ëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äàííûé áåëîê íå òîëüêî êîíòðî-
ëèðóåò ýêñïîðò ìÐÍÊ èç ÿäðà, íî èìååò è öèòîïëàçìàòè-
÷åñêèå ôóíêöèè.

Ïðèíîñèì ñâîþ áëàãîäàðíîñòü ñîòðóäíèêàì ÖÊÏ
«Õðîìàñ» (Öåíòð èññëåäîâàíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû è ìîëå-
êóëÿðíîãî ñîñòàâà áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ ïðè áèîëîãè-
÷åñêîì ôàêóëüòåòå ÑÏáÃÓ) è åãî ðóêîâîäèòåëþ Å. Ð. Ãà-
ãèíñêîé, èõ ïîìîùü áûëà íåîáõîäèìà ïðè ïðîâåäåíèè
ýòîé ðàáîòû.

Àâòîðû áëàãîäàðíû ä-ðó Eliza Izaurralde (EMBL,
Ãåðìàíèÿ) çà ïðåäîñòàâëåíèå êÄÍÊ ãåíà sbr.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû» (ÍØ-2214.2003.4),
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 06-04-49519), âåäîìñòâåííîé öåëåâîé ïðîãðàì-
ìû «Ðàçâèòèå íàó÷íîãî ïîòåíöèàëà âûñøåé øêîëû» Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ ñîâìåñòíî ñ àìåðèêàíñêèì ôîí-
äîì CRDF (ST-012).
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PECULIARITY OF THE SPERMATOGENESIS IN DROSOPHILA MELANOGASTER: THE ROLE

OF THE BASIC TRANSPORT RECEPTOR OF THE mRNA (Dm NXF1)

A. A. Acapkina, E. V. Golubkova, V. V. Kasatkina, E. O. Avanesyan, N. A. Ivankova, L. A. Mamon

Department of Genetics, St. Petersburg State University;
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Specificity of regulation of genes expression at the transcriptional and posttranscriptional levels is typical
for spermatogenesis in Drosophila and mammals, including humans. It becomes apparent in the existence of tes-
tis specific NXF (nuclear export factor). We have shown that the Dm NXF1 (SBR) protein is present in conside-
rable amounts at all stages of the spermatogenesis. Using the antibody for the C-terminal part of the Dm NXF1
protein we have shown the cytoplasmic localization of the Dm NXF1 protein at early stages of the spermatoge-
nesis. This protein is localized in the nuclear envelope at the stage of rounded spermatid. During the period of
elongation, the Dm NXF1 protein has a polar localization, and is located only along one side of the extended
spermatid nucleus. At the stage of spermatid individualization, this protein in the form of large cytoplasmic gra-
nules moves to the tail of the spermatozoon.

K e y w o r d s: mRNA transport, spermatogenesis, Drosophila, NXF.
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