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Ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà è ôàêòîðîâ ýêñïîðòà ìÐÍÊ â ÿäðàõ ïðåîâóëÿòîðíûõ îîöèòîâ ìûøè

ßäåðíûé àêòèí ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ êîìïëåêñà ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà, ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ
òðàíñêðèïöèè è ñâÿçûâàåòñÿ ñ ñèíòåçèðîâàííûìè de novo ÐÍÏ, îáåñïå÷èâàÿ èõ òðàíñïîðòèðîâêó èç ÿä-
ðà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äîêàçûâàåòñÿ, ÷òî â êëàñòåðàõ èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë (ÊÈÃ) ëîêàëèçóþòñÿ
ìíîãî÷èñëåííûå ôàêòîðû, âîâëå÷åííûå êàê â ïðîöåññû ðåäàêòèðîâàíèÿ ìÐÍÊ, òàê è â îðãàíèçàöèþ ýêñ-
ïîðòíîãî êîìïëåêñà ìÐÍÏ. Äàííîå èññëåäîâàíèå ïîñâÿùåíî âûÿâëåíèþ àêòèíà è áåëêà À1 ñåìåéñòâà
A/B ãåòåðîãåííîé ÿäåðíîé ÐÍÏ (ãÿÐÍÏ) â ÿäðàõ îîöèòîâ ìûøè, âûäåëåííûõ èç ïðåîâóëÿòîðíûõ ôîëëè-
êóëîâ ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè è ýëåêòðîííîãî èììóíîìå÷åíèÿ.
Íàìè ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ÿäåðíûé àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â àññîöèàöèè ñ õðîìàòèíîì è â câÿçè ñ ÊÈÃ.
Ñîâìåñòíî ñ àêòèíîì â ÊÈÃ ëîêàëèçîâàíû êîìïîíåíòû ýêñïîðòíîãî êîìïëåêñà ìÐÍÏ — áåëîê A1 ñå-
ìåéñòâà A/B ãÿÐÍÏ è NXF1/TAP. Â ðàìêàõ ðàçðàáàòûâàåìîé â íàñòîÿùåå âðåìÿ êîíöåïöèè îá óäåðæà-
íèè ÐÍÊ â ÿäðå è ó÷àñòèè â ýòîì ïðîöåññå ÊÈÃ, îáñóæäàåòñÿ ðîëü ÊÈÃ â îðãàíèçàöèè åäèíîãî òðàíñ-
êðèïöèîííî-ýêñïîðòíîãî êîìïëåêñà ìÐÍÊ, êîòîðûé íàðÿäó ñ ìÐÍÊ è òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè
ñîäåðæèò àêòèí, áåëîê À1 ãÿÐÍÏ è ýêñïîðòíûé ôàêòîð NXF1/TAP.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÿäðî îîöèòà ìûøè, êëàñòåðû èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë, àêòèí, ýêñïîðò
ìÐÍÊ, A1 A/B ãÿÐÍÏ, NXF1/TAP, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ãÿÐÍÏ — ãåòåðîãåííûå ÿäåðíûå ðèáîíóêëåîïðîòåèíû, ÊÈÃ — êëàñ-
òåðû èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë.

Àêòèí ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì êîìïîíåíòîì öèòîñêåëåòà
è èãðàåò ôóíäàìåíòàëüíóþ ðîëü â òàêèõ êëþ÷åâûõ ïðî-
öåññàõ, êàê îïðåäåëåíèå ôîðìû êëåòîê, êëåòî÷íàÿ ìèãðà-
öèÿ è âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñïîðò (Moustakas, Heldin,
2008; Papakonstanti, Stournaras, 2008). Â 1990-å ãîäû íåîä-
íîêðàòíî ïîäíèìàëñÿ âîïðîñ î ïðèñóòñòâèè àêòèíà â ÿäðå
êëåòêè è åãî âîçìîæíîì ó÷àñòèè â ýêñïðåññèè ãåíîâ (Egly
et al., 1984; Scheer et al., 1984). Îäíàêî ñóùåñòâîâàíèå
ÿäåðíîãî àêòèíà äîëãîå âðåìÿ ïîäâåðãàëîñü ñîìíåíèþ
(Pederson, Aebi, 2002) èç-çà òðóäíîñòåé áèîõèìè÷åñêîé
î÷èñòêè èñêëþ÷èòåëüíî ÿäåðíîé ôðàêöèè àêòèíà çà ñ÷åò
åãî âûñîêîé êîíöåíòðàöèè â öèòîïëàçìå. Êðîìå òîãî, â
ÿäðå êëåòêè íå âèçóàëèçèðóþòñÿ òÿæè àêòèíà, êîòîðûå
îáû÷íî íàáëþäàþòñÿ â öèòîïëàçìå. Òåì íå ìåíåå èññëå-
äîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå â ïîñëåäíèå ãîäû, ïðåäñòàâèëè
óáåäèòåëüíûå äîêàçàòåëüñòâà ñóùåñòâîâàíèÿ ÿäåðíîãî
àêòèíà è åãî ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè.

Ïîêàçàíî, ÷òî àêòèí ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ êîìïëåêñà ðå-
ìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà, ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ òðàíñ-
êðèïöèè è ñâÿçûâàåòñÿ ñ ñèíòåçèðîâàííûìè de novo ÐÍÏ,
îáåñïå÷èâàÿ èõ òðàíñïîðòèðîâêó èç ÿäðà. Êàê è â öèòî-
ïëàçìå, ÿäåðíûé àêòèí àññîöèèðîâàí ñ àêòèíñâÿçûâàþ-
ùèìè áåëêàìè, êîòîðûå ðåãóëèðóþò åãî ôóíêöèè è îñó-
ùåñòâëÿþò âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ÿäåðíûìè êîìïîíåí-
òàìè. Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ÿäåðíûé
àêòèí ñóùåñòâóåò êàê â ìîíîìåðíîé (G), òàê è â îëèãî-
ìåðíîé ôîðìàõ, â âèäå êîðîòêèõ ïîëèìåðíûõ öåïåé (Gie-

ni, Hendzel, 2009; Louvet, Percipalle, 2009). Âîïðîñ î ïðè-
ñóòñòâèè â ÿäðå ïîëèìåðíîé-(F) ôîðìû àêòèíà îñòàåòñÿ
îòêðûòûì, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â ÿäðå îáíàðóæåíû ìíîãèå
ôàêòîðû, êîòîðûå îñóùåñòâëÿþò êîíòðîëü ïîëèìåðèçà-
öèè è ñòàáèëèçàöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî F-àêòèíà (Wu
et al., 2006; Miki et al., 2008; Zuchero et al., 2009).

Èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî ïîïóëÿöèÿ G-àêòèíà ìèã-
ðèðóåò ìåæäó ÿäðîì è öèòîïëàçìîé. Åãî ÿäåðíàÿ êîíöåí-
òðàöèÿ çàâèñèò îò öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ïóëà G-àêòèíà,
îò àêòèâíîñòè ìåõàíèçìîâ èìïîðòà è ýêñïîðòà è íàëè÷èÿ
âçàèìîäåéñòâèé, êîòîðûå ñåêâåñòðèðóþò åãî â ÿäðå. Ïî-
ëèìåðèçàöèÿ àêòèíà â ÿäðå äîâîëüíî æåñòêî ðåãóëèðóåò-
ñÿ, è âîçìîæíî, ïîýòîìó ôèáðèëëÿðíûé ÿäåðíûé àêòèí
èìååò êîíôîðìàöèè, êîòîðûå íå ðàñïîçíàþòñÿ ôàëëîèäè-
íîì. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî îäíîé èç ôóíêöèé ÿäåðíîãî F-àê-
òèíà ÿâëÿåòñÿ åãî ó÷àñòèå â ýêñïîðòå íîâîñèíòåçèðîâàí-
íûõ ÐÍÏ.

Èçâåñòíî, ÷òî ïðå-ìÐÍÊ â ôîðìå ãåòåðîãåííûõ ÿäåð-
íûõ (ãÿ) ÐÍÊ àññîöèèðóþò ñ íàáîðîì îïðåäåëåííûõ áåë-
êîâ, ôîðìèðóÿ ÷àñòèöû ãÿÐÍÏ. Áåëêè ñåìåéñòâà A/B —
íàèáîëåå ìíîãî÷èñëåííûå áåëêè ãÿÐÍÏ, êîòîðûå ïðèíè-
ìàþò ó÷àñòèå âî ìíîãèõ ÿäåðíûõ ôóíêöèÿõ, âêëþ÷àÿ è
ýêñïîðò ìÐÍÊ (Piñol-Roma, Dreyfuss, 1992; He, Smith,
2009). Òàê, íåêîòîðûå êîðîâûå áåëêè ÷àñòèö ãÿÐÍÏ ñïî-
ñîáíû ñâÿçûâàòüñÿ ñ àêòèíîì (Percipalle et al., 2002, 2003;
Kukalev et al., 2005), ôîðìèðóÿ êîìïëåêñû ãÿÐÍÏ + àê-
òèí, êîòîðûå ìîãóò êóðñèðîâàòü ìåæäó ÿäðîì è öèòî-
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ïëàçìîé (Kisileva et al., 2004; Obrdlik et al., 2010). Ìåõà-
íèçìû ýêñïîðòà ìÐÍÊ è ìîëåêóëÿðíûå ôàêòîðû, îáåñïå-
÷èâàþùèå ýòîò ïðîöåññ, â íàñòîÿùåå âðåìÿ äîâîëüíî
õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàíû (Reed, Hurt, 2002; Erkman, Ku-
tay, 2004), â òî âðåìÿ êàê ñâÿçü ýòèõ ôàêòîðîâ ñ êîíêðåò-
íûìè ÿäåðíûìè äîìåíàìè îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçâå-
ñòíîé.

Èìåþòñÿ ëèøü åäèíè÷íûå ðàáîòû, îïèñûâàþùèå
âíóòðèÿäåðíîå ðàñïðåäåëåíèå îòäåëüíûõ ôàêòîðîâ ýêñ-
ïîðòà ìÐÍÊ â ñâÿçè ñ êëàñòåðàìè èíòåðõðîìàòèíîâûõ
ãðàíóë (ÊÈÃ) (Schmidt et al., 2006; Bogolyubova et al.,
2009). Èçâåñòíî, ÷òî ýêñïîðò ìÐÍÊ îïîñðåäóåòñÿ öåëûì
ðÿäîì áåëêîâûõ ôàêòîðîâ, à áîëüøèíñòâî ìÐÍÊ ýêñïîð-
òèðóåòñÿ èç ÿäðà ïî òàê íàçûâàåìîìó TAP-çàâèñèìîìó
ïóòè. Áåëîê NXF1/TAP íå îòíîñèòñÿ ê êàðèîôåðèíàì, è
äëÿ íåãî íå òðåáóåòñÿ ýíåðãèè Ran-ÃÒÔ, êîòîðûé îáû÷íî
âûñòóïàåò ïîñðåäíèêîì ÿäåðíîãî èìïîðòà (Grüter et al.,
1998; Erkman, Kutay, 2004). Äàííûå ïî ðàñïðåäåëåíèþ
áåëêà NXF1/TAP â òðåõìåðíîì ïðîñòðàíñòâå êëåòî÷íîãî
ÿäðà ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò. Îäíàêî äëÿ äðóãîãî áåë-
êà — Ref/Aly, êîòîðûé ñëóæèò ñâÿçóþùèì çâåíîì ìåæäó
ñïëàéñèíãîì ïðå-ìÐÍÊ è ýêñïîðòîì ìÐÍÊ (Zhou et al.,
2000), ïðîäåìîíñòðèðîâàíà åãî òåñíàÿ ñâÿçü ñ ÊÈÃ.

Íàðÿäó ñ òåëüöàìè Êàõàëà è ÿäðûøêàìè ÊÈÃ ñ÷èòà-
þò îäíèìè èç íàèáîëåå óíèâåðñàëüíûõ, ýâîëþöèîííî
êîíñåðâàòèâíûõ è ôóíêöèîíàëüíî çíà÷èìûõ ÿäåðíûõ äî-
ìåíîâ (Misteli, Spector, 1998; Dundr, Misteli, 2001; Spector,
Lamond, 2011). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÊÈÃ ïðèíèìàþò íåïî-
ñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ, à íå
òîëüêî âûñòóïàþò â êà÷åñòâå ïðîñòûõ õðàíèëèù èíåðò-
íûõ ôàêòîðîâ ñïëàéñèíãà (Hall et al., 2006). Ýòè äîìåíû
ñ÷èòàþò ôóíêöèîíàëüíûìè ëîêàëüíûìè öåíòðàìè, êîòî-
ðûå ãðóïïèðóþò ìíîãèå àêòèâíûå ãåíû (Shopland et al.,
2003), âêëþ÷àÿ òå èç íèõ, êîòîðûå ðàñïîëîæåíû íà ðàç-
íûõ õðîìîñîìàõ (Hu et al., 2008). Ïîêàçàíî, ÷òî ïîëèìåð-
íûé àêòèí, íåïîñðåäñòâåííî ó÷àñòâóÿ â òðàíñêðèïöèè,
îñóùåñòâëÿåìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçàìè I, II è III, ñïîñîáñò-
âóåò ïåðåìåùåíèþ õðîìàòèíà. Ñ åãî ïîìîùüþ àêòèâèðî-
âàííûå ãåíû èç ðàçíûõ õðîìîñîìíûõ òåððèòîðèé îáúåäè-
íÿþòñÿ è ðàñïîëàãàþòñÿ â èíòåðõðîìàòèíîâîì ïðîñòðàí-
ñòâå íåïîñðåäñòâåííî îêîëî speckles, êîòîðûì íà
óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå ñîîòâåòñòâóþò ÊÈÃ (Parada,
Misteli, 2002; Spector, 2003; Chuang et al., 2006; Finlan,
Bickmore, 2008). Îäíàêî àêòèí, êîòîðûé âûÿâëÿåòñÿ â
ïðîòåîìå áèîõèìè÷åñêè èçîëèðîâàííûõ ÊÈÃ (Mintz
et al., 1999; Saitoh et al., 2004), äî ñèõ ïîð âèçóàëèçèðîâàí
â ñâÿçè èëè â ñîñòàâå ýòèõ äîìåíîâ ëèøü â åäèíè÷íûõ ðà-
áîòàõ (Kiseleva et al., 2004; Gedge et al., 2005).

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå ðàñïðå-
äåëåíèÿ àêòèíà è áåëêà À1 ñåìåéñòâà A/B ãÿÐÍÏ â ÊÈÃ
ÿäåð îîöèòîâ ìûøè èç ïðåîâóëÿòîðíûõ ôîëëèêóëîâ.
ßäðà òàêèõ îîöèòîâ, çàêàí÷èâàþùèõ ñâîé ðîñò, õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ ïîíèæåííîé òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ
(Çûáèíà, 1971; Moore et al., 1974; Kaplan et al., 1982), õîòÿ
è íå ïîëíûì åå ïðåêðàùåíèåì, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò
íàøè äàííûå ïî âêëþ÷åíèþ â íèõ áðîìîóðèäèíòðèôîñ-
ôàòà (Ïî÷óêàëèíà, Ïàðôåíîâ, 2008). Â òàêèõ ÿäðàõ ñîäåð-
æèòñÿ çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî êðóïíûõ ÊÈÃ, îáîãàùåí-
íûõ ôàêòîðîì ñïëàéñèíãà SC35. Â íàøåé ïðåäûäóùåé
ðàáîòå áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî â ÊÈÃ ïðåîâóëÿ-
òîðíûõ îîöèòîâ ìûøè ïðèñóòñòâóþò ïîëè (À)+-ÐÍÊ, áåë-
êè ñåìåéñòâà A/B ãÿÐÍÏ è ôàêòîð ýêñïîðòà ìÐÍÊ
NXF1/TAP (Ïî÷óêàëèíà è äð., 2010).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ÿäðà îîöèòîâ èç àí-
òðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ ïîëîâîçðåëûõ ìûøåé ëèíèè
Balb/C (21-å ñóò ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ). Äëÿ íåïðÿìîé
èììóíîôëóîðåñöåíòíîé öèòîõèìèè ãîòîâèëè òîòàëüíûå
ïðåïàðàòû îîöèòîâ, âûäåëåííûõ èç àíòðàëüíûõ ôîëëèêó-
ëîâ, ïî ìåòîäèêå, ïîäðîáíî îïèñàííîé ðàíåå (Ïî÷óêàëè-
íà, Ïàðôåíîâ, 2008).

Íåïðÿìîå èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ïðå-
ïàðàòîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñëåäóþùèõ ïåðâè÷íûõ
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë: ïðîòèâ ôàêòîðà ñïëàéñèíãà
ïðå-ìÐÍÊ SR-áåëêà SC35 (Fu, Maniatis, 1990) â êîíöåíò-
ðàöèè 1.25 èëè 2.5 ìêã/ìë (ïðåäîñòàâëåíû ä-ðîì Äæ. Ãîë-
ëîì), 53H8 ïðîòèâ áåëêà NXF1/TAP ÷åëîâåêà (Abcam,
Âåëèêîáðèòàíèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 20, MAB1501R ïðîòèâ
âûñîêîêîíñåðâàòèâíîãî N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû
àêòèíà (àìèíîêèñëîòû 50—70) (Chemicon) â ðàçâåäåíèè
1 : 50. Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïåðâè÷íûå
ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà: êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ
Ñ-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà àêòèíà, ñîñòîÿùåãî èç 11 àìèíî-
êèñëîò (SGPSIVHRKF) (Sigma,ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè
1 : 20, ïðîòèâ N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà, ðàñ-
ïîçíàþùèå îäèí èëè áîëåå ýïèòîïîâ, ëîêàëèçîâàííûõ íà
ïåðâûõ äåâÿòè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêàõ (Sigma, ÑØÀ),
â ðàçâåäåíèè 1 : 20. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëåäíèå àíòèòåëà ðå-
àãèðóþò â êðîññ-ðåàêöèè ñî âñåìè èçîôîðìàìè àêòè-
íà (Kumar et al., 1997). À òàêæå ïîëèêëîíàëüíûå êðî-
ëè÷üè àíòèòåëà H120 ïðîòèâ àìèíîêèñëîò 1—120 áåëêà
NXF1/TAP (Santa Cruz Biotechnology, Inc., ÑØÀ) â ðàç-
âåäåíèè 1 : 20, ïðîòèâ ïðîôèëèíà â ðàçâåäåíèè 1 : 100 è
êîçüè àíòèòåëà N—15 ïðîòèâ ýïèòîïà, ðàñïîëîæåííîãî
íà êîíöåâîì ó÷àñòêå áåëêà À1 ñåìåéñòâà A/B ãÿÐÍÏ
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè
1 : 50.

Ïðè äâîéíîì îêðàøèâàíèè ïðåïàðàòîâ îîöèòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè ñìåñü ñîîòâåòñòâóþùèõ ïåðâè÷íûõ àíòèòåë
(Cmarko et al., 1999). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñ-
ïîëüçîâàëè êîçüè èëè êðîëè÷üè èììóíîãëîáóëèíû, êîíúþ-
ãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè FITC èëè
Alexa (Molecular Probes, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â
ñðåäó Vectashield® (Vector Laboratories, Inc., ÑØÀ), ñî-
äåðæàùóþ êðàñèòåëü DAPI â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ ÄÍÊ. Îáðàçöû èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôî-
êàëüíîãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà Leica TCS
SL, îáîðóäîâàííîãî àðãîíîâûì (488íì) è ãåëåíåîíîâûì
(543 è 633 íì) ëàçåðàìè. Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ 40 (ÀÄ
1.25).

Äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ
ïðèìåíÿëè ñòàíäàðòíûé ìåòîä ôèêñàöèè è çàëèâêè îîöè-
òîâ (Parfenov et al., 1989). Äëÿ ýëåêòðîííîãî èììóíîìå÷å-
íèÿ èñïîëüçîâàëè ìåòîäèêó, îïèñàííóþ ðàíåå (Ïî÷óêà-
ëèíà, Ïàðôåíîâ, 2008). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñ-
ïîëüçîâàëè êîçüè èëè êðîëè÷üè èììóíîãëîáóëèíû,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ÷àñòèöàìè êîëëîèäíîãî çîëîòà äèà-
ìåòðàìè 10 è 15 íì (Electron Microscopy Sciences, ÑØÀ).
Óëüòðàòîíêèå ñðåçû êîíòðàñòèðîâàëè 1%-íûì âîäíûì
ðàñòâîðîì óðàíèë-àöåòàòà è èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà Libra 120 ïðè óñêîðÿþùåì íà-
ïðÿæåíèè 80 Â.
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Ðåçóëüòàòû

Ä à í í û å í å ï ð ÿ ì î é è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í -
ö è è. 1. Â û ÿ â ë å í è å à ê ò è í à â ÿ ä ð à õ î î ö è ò î â
ì û ø è. Ïîñëå îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ àíòèòåëàìè
MAB1501R îáíàðóæåíî ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà â ÿäðå
îîöèòîâ (ðèñ. 1, à). Àêòèíñîäåðæàùèå ñòðóêòóðû èìåþò
îêðóãëóþ ôîðìó, ïî èõ êîëè÷åñòâó è ëîêàëèçàöèè îíè íà-
ïîìèíàþò ÊÈÃ, îïèñàííûå ðàíåå â ÿäðàõ îîöèòîâ ìûøè.
Ïîäîáíîå ðàñïðåäåëåíèå ñèãíàëà íàáëþäàëè è ïîñëå èñ-
ïîëüçîâàíèÿ àíòèòåë ïðîòèâ áåëêà SC35 êàê ìàðêåðà ÊÈÃ
â îîöèòàõ ìûøè (ðèñ. 1, á). Äâîéíàÿ îáðàáîòêà ïðåïàðà-
òîâ àíòèòåëàìè ïðîòèâ àêòèíà è áåëêà SC35 ïîäòâåðäèëà
ýòè äàííûå. Âûÿâëåíî ïîëíîå ñîâïàäåíèå äâóõ ñèãíàëîâ
â ÊÈÃ, ÷òî ñëóæèò äîêàçàòåëüñòâîì íàøèõ ïðåäâàðèòåëü-
íûõ äàííûõ î íàëè÷èè àêòèíà â ýòèõ ñòðóêòóðàõ (ðèñ. 2,
à). Íàðÿäó ñ àêòèíîì â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè ìû ëîêàëèçî-
âàëè àêòèíñâÿçûâàþùèé áåëîê ïðîôèëèí (ðèñ. 3, à), êî-
òîðûé, êàê èçâåñòíî, ïðåäïî÷òèòåëüíåå âçàèìîäåéñòâóåò
ñ ôèáðèëëÿðíûì àêòèíîì (Carlsson et al., 1977).

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ íàìè ïðåäïðèíÿ-
òî äâîéíîå îêðàøèâàíèå ïðåïàðàòîâ îîöèòîâ ìûøè ñ ïî-
ìîùüþ ðàçëè÷íûõ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ àêòè-
íà, âûÿâëÿþùèõ ðàçíûå ýïèòîïû åãî ìîëåêóëû, è ìîíî-
êëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ôàêòîðà ñïëàéñèíãà SC35.
Ïîñëå äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ òîòàëüíûõ ïðåïàðàòîâ
îîöèòîâ ìûøè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ N-êîíöåâîãî
ó÷àñòêà àêòèíà è àíòèòåë ê áåëêó SC35 â ÿäðå íàáëþäàëè
ÿðêîîêðàøåííûå ÊÈÃ, â êîòîðûõ áûëè ëîêàëèçîâàíû îáà
áåëêà, ÷òî õîðîøî âèäíî ïðè ñîâìåùåíèè êîíôîêàëüíûõ
èçîáðàæåíèé (ðèñ. 2, á). Ïîñëå îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ àí-
òèòåëàìè ïðîòèâ Ñ-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà àêòèíà è àíòè-
òåëàìè ïðîòèâ ôàêòîðà ñïëàéñèíãà SC35 êàðòèíà ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ñèãíàëà ðåçêî îòëè÷àëàñü. Àêòèí âûÿâëÿëè
èñêëþ÷èòåëüíî â ñâÿçè ñ õðîìàòèíîì, ïðè÷åì êàê ñ äèô-

ôóçíûì, òàê è ñ êîíäåíñèðîâàííûìè áëîêàìè èëè õðîìî-
öåíòðàìè, ÷òî ÷åòêî ïðîñëåæèâàëîñü ïðè ñîâìåùåíèè
èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ ïîñëå îêðàñêè íà àêòèí è ÄÍÊ
(ðèñ. 2, â). Ïðè ýòîì áåëîê SC35 çàíèìàë ñâîå îáû÷íîå
ïîëîæåíèå, ìàðêèðóÿ ÊÈÃ. Ïîìèìî ýòèõ îòëè÷èé àíòèòå-
ëà ïðîòèâ Ñ-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà àêòèíà äåìîíñòðèðîâà-
ëè èñêëþ÷èòåëüíî ÿäåðíûé ñèãíàë â îòëè÷èå îò àíòèòåë
ïðîòèâ N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà àêòèíà, âûÿâëÿþùèõ àêòèí â
öèòîïëàçìå è îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè (ðèñ. 2, á).

2. À ê ò è í è ý ê ñ ï î ð ò í û å ô à ê ò î ð û ì Ð Í Ê ë î -
ê à ë è ç ó þ ò ñ ÿ â Ê È Ã. Ïîñëå îêðàñêè òîòàëüíûõ ïðåïà-
ðàòîâ îîöèòîâ ìûøè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ áåëêà
À1 ñåìåéñòâà A/B ãÿÐÍÏ âûÿâëåíî õàðàêòåðíîå ðàñïðå-
äåëåíèå ñèãíàëà â ìíîãî÷èñëåííûõ ÊÈÃ (ðèñóíêè íå
ïðåäñòàâëåíû). Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî äâîéíîé îêðàñêå òà-
êèõ æå ïðåïàðàòîâ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ áåëêà À1 è
àêòèíà îáíàðóæåíî, ÷òî îáà áåëêà ñîäåðæàòñÿ â îäíèõ è
òåõ æå ÊÈÃ (ðèñ. 3, á). Ïîñëå äâîéíîé îêðàñêè òîòàëüíûõ
ïðåïàðàòîâ îîöèòîâ ìûøè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ àê-
òèíà è NXF1/TAP òàêæå âûÿâëåíî ñîâïàäåíèå äâóõ ñèã-
íàëîâ â ÊÈÃ (ðèñ. 3, â). Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ïîëó-
÷åííûå íàìè ðàíåå ðåçóëüòàòû ïî îáíàðóæåíèþ ÒÀÐ â
ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè ïîñëå äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ ïðåïà-
ðàòîâ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ ÒÀÐ è ôàêòîðà ñïëàé-
ñèíãà SC35 (Ïî÷óêàëèíà è äð., 2010).

Ó ë ü ò ð à ñ ò ð ó ê ò ó ð í î å è ì ì ó í î ì å ÷ å í è å ÿ ä å ð
î î ö è ò î â ì û ø è. Íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì
óðîâíå ÊÈÃ èññëåäóåìûõ îîöèòîâ ìûøè ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé îäíîòèïíûå îáðàçîâàíèÿ: ñêîïëåíèÿ èíòåðõðîìà-
òèíîâûõ ãðàíóë äèàìåòðîì 10—15 íì, èìåþùèå ïðàâè-
ëüíóþ îêðóãëóþ ôîðìó è ðàçìåðû îò 1 äî 2 ìêì â äèà-
ìåòðå. Õàðàêòåðíîé ÷åðòîé ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè ÿâëÿåòñÿ
ïðèñóòñòâèå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ (2—3) îêðóãëûõ ôèá-
ðèëëÿðíûõ çîí äèàìåòðîì 0.2—0.5 ìêì, ðàñïîëîæåííûõ
ïî êðàþ êëàñòåðà. Íàøè ýêñïåðèìåíòû ïî èììóíîìå÷å-
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå àêòèíà â ÿäðàõ ïðåîâóëÿòîðíûõ îîöèòîâ ìûøè. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à — ïîñëå îáðàáîòêè òîòàëüíûõ ïðåïàðàòîâ àíòèòåëàìè MAB1501R ïðîòèâ àêòèíà â ÿäðå îîöèòîâ îáíàðóæèâàþòñÿ ñâåòÿùèåñÿ îêðóãëûå ñòðóêòóðû,
íàïîìèíàþùèå ÊÈÃ. á — ðåçóëüòàòû ìå÷åíèÿ ÿäåð îîöèòîâ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìàðêåðíîãî áåëêà ÊÈÃ — SC35; â îáîèõ ñëó÷àÿõ âûÿâëÿþòñÿ ìíîãî-

÷èñëåííûå ÿðêî ñâåòÿùèåñÿ êðóïíûå îêðóãëûå ÊÈÃ, ðàñïîëîæåííûå ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà. Îá. 40�.



íèþ ÿäåð îîöèòîâ ìûøè ïîäòâåðäèëè äàííûå êîíôîêàëü-
íîé ìèêðîñêîïèè.

1. Ê È Ã ñ î ä å ð æ à ò à ê ò è í è á å ë î ê À 1. Ïîñëå
äâîéíîãî èììóíîìå÷åíèÿ ñðåçîâ îîöèòîâ àíòèòåëàìè ê
áåëêó À1 è àêòèíó ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ýòè áåëêè ðàñïî-
ëàãàþòñÿ â ãðàíóëÿðíîé îáëàñòè ÊÈÃ, ïðè÷åì íåðåäêî
íàáëþäàëè êàðòèíû òåñíîãî êîíòàêòà ÷àñòèö çîëîòà
10 íì (ìàðêèðóþùèõ àêòèí) ñ ÷àñòèöàìè çîëîòà 15 íì
(ìàðêèðóþùèìè áåëîê À1) (ðèñ. 4, à, á, âðåçêè). Ðàññòîÿ-
íèå ìåæäó îòäåëüíûìè ÷àñòèöàìè çîëîòà ðàçíîãî ðàçìå-
ðà â ñðåäíåì ñîñòàâëÿåò îò 2—3 äî 10 íì. Â òîíêîôèá-
ðèëëÿðíûõ ó÷àñòêàõ ÊÈÃ ìå÷åíèÿ ñ ïîìîùüþ ýòèõ àíòè-
òåë íå îáíàðóæåíî, ñëåäîâàòåëüíî, â íèõ, ïî-âèäèìîìó,
îòñóòñòâóþò êàê àêòèí, òàê è áåëîê À1.

2. Â Ê È Ã ë î ê à ë è ç î â à í û à ê ò è í , á å ë î ê À 1
ñ å ì å é ñ ò â à A / B ã ÿ Ð Í Ï è N X F 1 / Ò À Ð. Ñîâìåñòíîå
ðàñïðåäåëåíèå NXF1/ÒÀÐ è àêòèíà (ðèñ. 4, â), à òàêæå
áåëêà À1 è NXF1/ÒÀÐ (ðèñ. 4, ã) âûÿâëÿëè â ÊÈÃ ñ ïîìî-
ùüþ äâîéíîãî èììóíîìå÷åíèÿ óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ.
NXF1/ÒÀÐ ìàðêèðóþò ÷àñòèöû çîëîòà 15 íì, àêòèí è
À1 — 10 íì. Ìåòêà, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ÒÀÐ, îáû÷íî ðàñ-

ïîëàãàëàñü íà ïåðèôåðèè ÊÈÃ, à èíòåíñèâíîñòü ìå÷åíèÿ
áûëà çàìåòíî íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ àíòèòåëàìè ê àêòèíó
è áåëêó À1. Â ôèáðèëëÿðíûõ çîíàõ ÊÈÃ ÒÀÐ íå áûë îá-
íàðóæåí.

Îáñóæäåíèå

Îñíîâíûå ðåçóëüòàòû íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñëåäóþ-
ùèå. 1. ßäåðíûé àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â àññîöèàöèè ñ õðîìà-
òèíîì è â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè, íàõîäÿùèõñÿ íà çàêëþ÷è-
òåëüíûõ ýòàïàõ ñîçðåâàíèÿ. 2. Àêòèí è êîìïîíåíòû ýêñ-
ïîðòíîãî êîìïëåêñà ìÐÍÏ—áåëîê A1 ñåìåéñòâà A/B
ãÿÐÍÏ è NXF1/TAP ëîêàëèçóþòñÿ â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîêàçàíî, ÷òî àêòèí ôóíêöèîíèðó-
åò âî âñåõ îáëàñòÿõ êëåòî÷íîé ôèçèîëîãèè, âêëþ÷àÿ ÿäðî
(Haarer et al., 2007; Percipalle, 2009). ßäåðíûé àêòèí ó÷à-
ñòâóåò íå òîëüêî â ïîñòðîåíèè òðåõìåðíîé àðõèòåêòîíè-
êè ÿäðà, íî ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì âåäóùèõ ÿäåðíûõ ïðî-
öåññîâ — ðåìîäåëèíãà õðîìàòèíà, òðàíñêðèïöèè è åå ðå-
ãóëÿöèè (Miralles, Visa, 2006; Chen, Shen, 2007; Gieni,
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Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî âûÿâëåíèþ àêòèíà â ÿäðàõ ïðåîâóëÿòîðíûõ îîöèòîâ ìûøè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë, ïîëó÷åííûõ
ê ðàçíûì ýïèòîïàì ìîëåêóëû. Êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à — ñ ïîìîùüþ äâîéíîãî ìå÷åíèÿ òîòàëüíûõ ïðåïàðàòîâ îîöèòîâ ìûøè àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêà SC35 è àêòèíà îáíàðóæåíà èõ ñîëîêàëèçàöèÿ â
ÊÈÃ. á, â — ðåçóëüòàòû äâîéíîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè ïî âûÿâëåíèþ àêòèíà â îîöèòàõ ìûøè: á — ñ ïîìîùüþ àíòèòåëà ïðîòèâ N-êîíöåâîãî ôðàã-
ìåíòà ìîëåêóëû è áåëêà SC35: íà ôîíå äèôôóçíîãî ñâå÷åíèÿ ÿäðà è öèòîïëàçìû âûÿâëÿþòñÿ ñâåòÿùèåñÿ ÊÈÃ, êîòîðûå òàêæå ìàðêèðîâàíû àíòèòåëà-
ìè ïðîòèâ áåëêà SC35; ïðè ñîâìåùåíèè èçîáðàæåíèé ñèãíàëû ñîâïàäàþò â ÊÈÃ; â — ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ Ñ-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà ìîëåêóëû è
àíòèòåë ïðîòèâ áåëêà SC35: ïðè ñîâìåùåíèè èçîáðàæåíèé âèäíî, ÷òî àêòèí ëîêàëèçóåòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî â ñâÿçè ñ õðîìàòèíîì, êîòîðûé âûÿâëÿåòñÿ

ñ ïîìîùüþ îêðàñêè DAPI; ïðè ýòîì ÊÈÃ ñîäåðæàò òîëüêî ìàðêåðíûé áåëîê SC35. Îá. 40�.



Hendzel, 2009). Ïîÿâèëèñü äàííûå î ôóíêöèîíèðîâàíèè
àêòèíà â ïðîöåññå ýêñïîðòà ìÐÍÊ (Kimura et al., 2000;
Hofmann et al., 2001; Percipalle et al., 2002; Gedge et al.,
2005). Â íàñòîÿùèé ìîìåíò âûÿñíåíî, ÷òî àêòèí ÿâëÿåòñÿ
êëþ÷åâûì êîìïîíåíòîì ìåõàíèçìà, ðåìîäåëèðóþùåãî
õðîìàòèí. Ïîêàçàíî ó÷àñòèå b-àêòèíà è öåëîãî ðÿäà àê-
òèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ â îðãàíèçàöèè ðàçëè÷íûõ êîìï-
ëåêñîâ ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà, à òàêæå ãèñòîíî-
âî-àöåòèëòðàíñôåðaçíîãî êîìïëåêñà ó áîëüøîãî ÷èñëà
îðãàíèçìîâ îò äðîææåé äî ÷åëîâåêà (Olave et al., 2002;
Chen, Shen, 2007; Farrants, 2008).

Ó÷àñòèå àêòèíà â òðàíñêðèïöèè â ñîñòàâå ãîëîýíçèì-
íîãî êîìïëåêñà âñåõ òðåõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàç äîêàçàíî â ìî-
ëåêóëÿðíî-áèîõèìè÷åñêèõ ðàáîòàõ ïîñëåäíèõ ëåò (Fomp-
roix, Percipalle, 2004; Hofmann et al., 2004; Hu et al., 2004;
Philimonenko et al., 2004; Kukalev et al., 2005). Ñ ïîìîùüþ
èììóíîïðåöèïèòàöèè ïîêàçàíî, ÷òî àêòèí ìîæåò âçàèìî-
äåéñòâîâàòü ñ áîëüøîé ñóáúåäèíèöåé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I
è ñ Ñ-êîíöåâûì äîìåíîì áîëüøîé ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû II (Fomproix, Percipalle, 2004; Kukalev et al.,
2005). Àíòèòåëà ïðîòèâ àêòèíà èíãèáèðóþò äåÿòåëüíîñòü
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II in vivo è in vitro

Ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà è ôàêòîðîâ ýêñïîðòà ìÐÍÊ â ÿäðàõ ïðåîâóëÿòîðíûõ îîöèòîâ ìûøè 553

Ðèñ. 3. Ñîâìåñòíîå âûÿâëåíèå àêòèíà è áåëêîâ — ïðîôèëèíà, A1 ñåìåéñòâà À/Â ãÿÐÍÏ è NXF1/TAP â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè. Êîí-
ôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ïîñëå äâîéíîãî ìå÷åíèÿ òîòàëüíûõ ïðåïàðàòîâ îîöèòîâ ìûøè àíòèòåëàìè ïðîòèâ àêòèíà è ïðîôèëèíà (à), àíòèòåëàìè ïðîòèâ àêòèíà è áåëêà À1 (á ),
àíòèòåëàìè ïðîòèâ àêòèíà è NXF1/TAP (â) ïðè ñîâìåùåíèè êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé îáíàðóæåíà èõ ñîëîêàëèçàöèÿ â ÊÈÃ. Îá. 40�.



(Hofmann et al., 2004; Philimonenko et al., 2004). Ýêñïåðè-
ìåíòû, ïðîâåäåííûå íà êëåòêàõ Ñhironomus tentans, ïîêà-
çàëè, ÷òî àêòèí, ñâÿçàâøèéñÿ ñ ïðå-ìÐÍÊ êîòðàíñêðèïöè-
îííî, îñòàåòñÿ â ñâÿçè êàê ñ íîâîñèíòåçèðîâàííîé
ïðå-ìÐÍÊ, òàê è ñî çðåëîé ãÿÐÍÏ è ñîïðîâîæäàåò ìÐÍÏ
âïëîòü äî ïîëèñîì (Percipalle et al., 2001). Îäíàêî ïî÷òè
âñå èññëåäîâàíèÿ ïî ó÷àñòèþ àêòèíà â ïðîöåññàõ òðàíñ-
êðèïöèè ïðîâîäèëèñü èñêëþ÷èòåëüíî ìîëåêóëÿðíûìè

ìåòîäàìè, è íà ñòðóêòóðíîì óðîâíå ýòè ñâÿçè íå îõàðàê-
òåðèçîâàíû.

Ïðè ïðîâåäåíèè íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ îêàçàëîñü, ÷òî
ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ îîöèòîâ ìûøè ñ ïîìî-
ùüþ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ Ñ-êîíöåâîãî äîìå-
íà ìîëåêóëû àêòèíà áåëîê âûÿâëÿëñÿ èñêëþ÷èòåëüíî â
ñâÿçè ñ õðîìàòèíîì (ðèñ. 2, â). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîñëå
äâîéíîé îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ àíòèòåëàìè ïðîòèâ
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Ðèñ. 4. Âûÿâëåíèå àêòèíà, áåëêà À1 ñåìåéñòâà À/Â ãÿÐÍÏ è ôàêòîðà ýêñïîðòà ìÐÍÊ NXF1/TAP â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîííîãî èììóíîìå÷åíèÿ.

à, á — äâîéíîå ìå÷åíèå òîíêèõ ñðåçîâ îîöèòîâ ìûøè ñìåñüþ àíòèòåë ïðîòèâ àêòèíà è áåëêà À1: àêòèí (÷àñòèöû êîëëîèäíîãî çîëîòà 10 íì) è áåëîê À1
(÷àñòèöû êîëëîèäíîãî çîëîòà 15 íì — ñòðåëêà) ðàñïîëîæåíû â ÊÈÃ; ðàññòîÿíèå ìåæäó ðàçëè÷íûìè ÷àñòèöàìè çîëîòà íå ïðåâûøàåò 10 íì (ñì. âðåç-
êè), ÷òî ãîâîðèò î ñóùåñòâîâàíèè ñîëîêàëèçàöèè ìåæäó ýòèìè áåëêàìè è ïîäòâåðæäàåò äàííûå êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè.
â — äâîéíîå ìå÷åíèå òîíêèõ ñðåçîâ îîöèòîâ ìûøè ñìåñüþ àíòèòåë ïðîòèâ àêòèíà è áåëêà NXF1/TAP: ëîêàëèçàöèÿ àêòèíà (÷àñòèöû êîëëîèäíîãî çî-
ëîòà 10 íì) è NXF1/TAP (÷àñòèöû êîëëîèäíîãî çîëîòà 15 íì — ñòðåëêè) â ÊÈÃ; íåìíîãî÷èñëåííàÿ ìåòêà NXF1/TAP ðàñïîëîæåíà ïðåèìóùåñòâåííî
íà ïåðèôåðèè ÊÈÃ. ã — äâîéíîå èììóíîìå÷åíèå ñðåçîâ îîöèòîâ â ñìåñè àíòèòåë ïðîòèâ áåëêà À1 è NXF1/TAP: â ÊÈÃ îáíàðóæåíû îáà ôàêòîðà;

ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ÷àñòèöû çîëîòà 15 íì, ñâÿçàííûå ñ ìåñòàìè ëîêàëèçàöèè NXF1/TAP.



N-êîíöåâîãî äîìåíà àêòèíà è ìàðêåðà ÊÈÃ ôàêòîðà
ñïëàéñèíãà SC35 ñîâïàäåíèå ñâå÷åíèÿ îòìå÷àëîñü â ÊÈÃ,
íî íàèáîëåå ÿðêèé ñèãíàë âûÿâëÿëñÿ â öèòîïëàçìå è â ïå-
ðèíóêëåàðíîé îáëàñòè êëåòêè (ðèñ. 2, á). Àêòèí, âûÿâëÿå-
ìûé ñ ïîìîùüþ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ïîëó÷åííûõ ê
ðàçíûì ýïèòîïàì åãî ìîëåêóëû, íàõîäèòñÿ â ðàçëè÷íûõ
ïðîñòðàíñòâåííûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ îòíîøåíèÿõ ñ õðî-
ìàòèíîì (Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009). Ïî-âèäèìîìó,
â òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûõ ÿäðàõ äâóêëåòî÷íûõ ýìáðè-
îíîâ ìûøè àíòèòåëà ïðîòèâ N-êîíöåâîãî äîìåíà àêòèíà
ïðåæäå âñåãî âûÿâëÿëè ìîëåêóëû, òåì èëè èíûì îáðàçîì
ó÷àñòâóþùèå â ïðîöåññå òðàíñêðèïöèè, òàê êàê ñâÿçûâà-
ëè àêòèí, ëîêàëèçîâàííûé â îáëàñòè äèñïåðãèðîâàííîãî
õðîìàòèíà. Àíòèòåëà ïðîòèâ Ñ-êîíöåâîãî äîìåíà ñâÿçû-
âàëèñü ñ ìîëåêóëàìè àêòèíà, îáåñïå÷èâàþùåãî ïðîñòðàí-
ñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ õðîìàòèíà, òàê êàê ìåòèëè êîí-
äåíñèðîâàííûå õðîìîñîìû (Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà,
2009). Ïîäîáíûå êàðòèíû ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà ïîëó÷å-
íû è â íàøåé ðàáîòå íà îîöèòàõ ìûøè.

Èññëåäîâàííûå îîöèòû îòëè÷àëèñü çíà÷èòåëüíûì ïà-
äåíèåì ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè (Çûáèíà, 1971; Moore
et al., 1974; Kaplan et al., 1982; Ïî÷óêàëèíà, Ïàðôåíîâ,
2008) è íàðàñòàþùåé êîíäåíñàöèåé õðîìàòèíà. Ýòîò ãå-
òåðîõðîìàòèí â îîöèòàõ ìûøè ÷åòêî ìàðêèðóþò ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ Ñ-êîíöåâîãî äîìåíà ìîëå-
êóëû àêòèíà (ðèñ. 2, â), ïîäòâåðæäàÿ åãî ó÷àñòèå â ãëî-
áàëüíûõ ïðîöåññàõ ðåêîíñòðóêöèè õðîìàòèíà â ïåðèîä,
ïðåäøåñòâóþùèé ìåòàôàçå I ìåéîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ.
Â ýòî âðåìÿ â ÿäðàõ îîöèòîâ ìûøè ïðèñóòñòâóþò êðóï-
íûå îêðóãëûå ÊÈÃ, ïîäîáíûå óâåëè÷åííûì â ðàçìåðàõ
ÊÈÃ ðàçëè÷íûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ èññêóñòâåííîãî ïîäàâ-
ëåíèÿ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè èõ ÿäåð (Misteli
et al., 1997; Parfenov et al., 2003).

Îäíà èç ïðè÷èí óâåëè÷åíèÿ â ýòîò ïåðèîä îáúåìîâ
ÊÈÃ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà, î÷åâèäíî, ñ âîçâðàùåíèåì â ýòè
ñòðóêòóðû ôàêòîðîâ, âûâåäåííûõ èç ïðîöåññîâ òðàíñ-
êðèïöèè è êîòðàíñêðèïöèîííîãî ñïëàéñèíãà è äðóãèõ
ýòàïîâ ïðîöåññèíãà ïðå-ìÐÍÊ. Ïåðèîäè÷åñêîå ðåêðóòè-
ðîâàíèå âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ÊÈÃ êîìïîíåíòîâ, îáåñïå÷è-
âàþùèõ ýòè âàæíåéøèå ýòàïû ýêñïðåññèè ãåíîâ, îáîñíî-
âûâàåòñÿ â ðàìêàõ ãèïîòåçû, ñîãëàñíî êîòîðîé ÊÈÃ îòâî-
äèòñÿ ðîëü ñâîåîáðàçíîãî ðåçåðâóàðà äëÿ õðàíåíèÿ èëè
ðåöèêëèðîâàíèÿ öåëîãî ðÿäà ÿäåðíûõ ôàêòîðîâ (Misteli,
Spector, 1998; Lamond, Spector, 2003). Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî àêòèí, êîòîðûé ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ïðîöåñ-
ñàõ òðàíñêðèïöèè, êàê ýòî ïîêàçàíî â ìîëåêóëÿðíî-áèî-
õèìè÷åñêèõ ðàáîòàõ (Visa, Percipalle, 2011), ìîæåò ïåðå-
õîäèòü â ÊÈÃ, íàïðèìåð â àññîöèàöèè ñ ïðå-ìÐÍÏ.
Èçâåñòíî, ÷òî ÷åðåç ÊÈÃ ïðîõîäèò ïî÷òè 75 % ÿäåðíîé
ïîëè(À)+-ÐÍÊ, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòü êîòîðîé ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé ìÐÍÊ èëè ïðå-ìÐÍÊ (Shopland et al., 2002;
Molenaar et al., 2004). Â ÿäðàõ äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ
ìûøè ñ ðàçëè÷íûìè óðîâíÿìè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâ-
íîñòè ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ñâÿçü ïîëè(À)+-ÐÍÊ ñ ÊÈÃ
(Bogolyubova et al., 2009).

Â íàøåé ïðåäûäóùåé ðàáîòå (Ïî÷óêàëèíà è äð.,
2010) ìû òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ïðèñóòñòâèå
ïîëè(À)+-ÐÍÊ â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè ñ ïîìîùüþ ìèêðî-
èíúåêöèé â îîöèòû êîíñòðóêöèè, êîìïëåìåíòàðíîé
ïîëè(À)+-«õâîñòó» ÐÍÊ (2R-O-Me(U)22). Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ àêòèâíî îáñóæäàåòñÿ ãèïîòåçà î òîì, ÷òî àêêóìóëÿ-
öèÿ â ÊÈÃ ÿâëÿåòñÿ ñâîéñòâîì, îáùèì äëÿ âñåé ìÐÍÊ.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â ýòèõ äîìåíàõ îïðåäåëÿþòñÿ òî÷-
íîñòü ñïëàéñèíãà è ãîòîâíîñòü ìÐÍÊ ê ÿäåðíîìó ýêñïîð-
òó (Ishihama et al., 2008). Åñòü ìíåíèå, ÷òî ÊÈÃ ïðåäñòàâ-

ëÿþò ñîáîé ôóíêöèîíàëüíûé êîìïàðòìåíò, â êîòîðîì
îñóùåñòâëÿåòñÿ óäåðæàíèå ìÐÍÊ, îáåñïå÷èâàþùåå êàê
ñêîðîñòü ýêñïîðòà ìÐÍÊ, òàê è êà÷åñòâåííûé êîíòðîëè-
ðóþùèé ìåõàíèçì ýòîãî ýêñïîðòà (Misteli, 2007; Prasarth,
Spector, 2007).

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ñîâðåìåííûìè ëèòåðàòóðíûìè äàí-
íûìè (Gieni, Hendzel, 2009; Hofmann, 2009), àêòèí â ÿäðå
ñóùåñòâóåò â äèíàìè÷åñêîì ðàâíîâåñèè ìåæäó ìîíîìåð-
íîé è îëèãîìåðíûìè ôîðìàìè. Îòìå÷àåòñÿ, ÷òî â ÿäðå
íàõîäÿòñÿ ðàçëè÷íûå ïî äëèíå ìîëåêóëû àêòèíà, è ýòîò
ôàêò ãîâîðèò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ÿäåðíûé àêòèí î÷åíü ïî-
äâèæåí è ïîäâåðãàåòñÿ áûñòðîé ïîëèìåðèçàöèè è äåïî-
ëèìåðèçàöèè (Gieni, Hendzel, 2009). Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
FRAP â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ êëåòîê HeLa ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàíî íàëè÷èå äâóõ ïîïóëÿöèé àêòèíà. Ïðåäïîëàãàþò,
÷òî ìåäëåííî âîññòàíàâëèâàþùèé ñâå÷åíèå áåëîê èìååò
îòíîøåíèå ê ïîëèìåðíîé ôîðìå àêòèíà, íî ïî íåêîòîðûì
ïðèçíàêàì îòëè÷àåòñÿ îò åãî öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôîðìû
(McDonald et al., 2006). Â äàëüíåéøåì áûëî âûÿñíåíî,
÷òî ÿäåðíûé ïîëèìåðíûé àêòèí ïðåäñòàâëåí îëèãîìåðà-
ìè èëè êîðîòêèìè öåïÿìè (Hofmann, Lanerolle, 2006).

Ìíîãèå ôàêòîðû, êîòîðûå ðåãóëèðóþò äèíàìèêó àê-
òèíà â öèòîïëàçìå, íàéäåíû è â ÿäðå. Îêàçàëîñü, ÷òî ÊÈÃ
ÿâëÿþòñÿ ìåñòîì êîíöåíòðàöèè ìíîãî÷èñëåííûõ ôåð-
ìåíòîâ, âîâëå÷åííûõ â ïðîöåññ ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà
(Irvine, 2003; Bunce et al., 2006). Íàïðèìåð, ïîêàçàíî íà-
ëè÷èå ïðîôèëèíà â çîíå ÿäåðíûõ speckles (ÊÈÃ) (Skare
et al., 2003), à òàêæå ïðåäïîëàãàåòñÿ åãî ó÷àñòèå â ïîëè-
ìåðèçàöèè àêòèíà â ýòèõ ñòðóêòóðàõ (Gieni, Hendzel,
2009). Â íàøåì èññëåäîâàíèè ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
íàëè÷èå ïðîôèëèíà â ÊÈÃ ñ ïîìîùüþ äâîéíîé îáðàáîò-
êè ïðåïàðàòîâ îîöèòîâ ìûøè àíòèòåëàìè ïðîòèâ àêòèíà
è ïðîôèëèíà (ðèñ. 3, à). Ïðîôèëèí — íåáîëüøîé àê-
òèíñâÿçûâàþùèé áåëîê, êîòîðûé íàðÿäó ñ äðóãèìè ôóíê-
öèÿìè ñïîñîáñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ ïîëèìåðíîé ôîðìû
àêòèíà (Carlsson et al., 1977) è ÿâëÿåòñÿ êîàêòèâàòîðîì
ÿäåðíîãî ýêñïîðòà ýòîãî áåëêà (Stuven et al., 2003). Òàêèì
îáðàçîì, ìû ìîæåì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèí, âûÿâëÿå-
ìûé â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ íåêîé
ïîëèìåðíîé ôîðìîé ýòîãî áåëêà.

Ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå ñâåäå-
íèé îá ó÷àñòèè àêòèíà â ýêñïîðòå ìÐÍÊ èç ÿäðà â öèòî-
ïëàçìó (Kimura et al., 2000; Hofmann et al., 2001; Percipalle
et al., 2002; Gedge et al., 2005). Òàê, â íåñêîëüêèõ èññëåäî-
âàíèÿõ ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ãÿÐÍÏ èìååò ñâîéñòâî
ñâÿçûâàòüñÿ ñ àêòèíîì, à íåêîòîðûå èç òàêèõ êîìïëåêñîâ
ñïîñîáíû êóðñèðîâàòü ìåæäó ÿäðîì è öèòîïëàçìîé (Per-
cipalle et al., 2002, 2003; Kukalev et al., 2005). Àâòîðû
ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ýòèì ïåðåäâèæåíèÿì ñïîñîáñòâóþò
ïîëèìåðíûé àêòèí è àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè, ñ ïîìî-
ùüþ êîòîðûõ îáåñïå÷èâàåòñÿ äîñòàâêà ÐÍÏ ê ÿäåðíûì
ïîðàì, òåì ñàìûì îáëåã÷àÿ èõ ýêñïîðò â öèòîïëàçìó.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, áèîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçû-
âàþò, ÷òî êîìïåòåíöèÿ ê ýêñïîðòó ïðå-ìÐÍÊ íàïðÿìóþ
ñâÿçàíà ñ ïðîöåññîì òðàíñêðèïöèè (Kohler, Hurt, 2007;
Hurt, Silver, 2008; Iglesias, Stutz, 2008; Carmody, Wente,
2009; Moore, Proudfoot, 2009). Ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâëå-
íèÿ î ôóíêöèîíèðîâàíèè â ÿäðå òðàíñêðèïöèîííî-ýêñ-
ïîðòíîãî êîìïëåêñà (TREX) îïèðàþòñÿ íà äàííûå î ñó-
ùåñòâîâàíèè òåñíûõ âçàèìîñâÿçåé ìåæäó òðàíñêðèïöèåé
è ýêñïîðòîì ìÐÍÊ.

Ïîêàçàíî, ÷òî ó äðîææåé êîìïëåêòîâàíèå TREX ñîâ-
ïàäàåò ñ ïðîöåññîì òðàíñêðèïöèè, à ó ìíîãîêëåòî÷-
íûõ — ñî ñïëàéñèíãîì (Masuda et al., 2005; Cheng et al.,
2006). Âíà÷àëå ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî TREX ó ìíîãîêëå-

Ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà è ôàêòîðîâ ýêñïîðòà ìÐÍÊ â ÿäðàõ ïðåîâóëÿòîðíûõ îîöèòîâ ìûøè 555



òî÷íûõ ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ êîìïëåêñà ñâÿçè ýêçîíîâ (EJC)
(Gatfield et al., 2001; Le Hir et al., 2001). Îäíàêî â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ îïðåäåëåíî, ÷òî TREX ðåêðóòèðóåòñÿ ñàìîñòî-
ÿòåëüíî íà 5R-êîíåö ñèíòåçèðóþùåãîñÿ òðàíñêðèïòà è ÷òî
ýòîò ïðîöåññ çàâèñèò îò ñïëàéñèíãà è 5R-êýïèðîâàíèÿ
(Masuda et al., 2005; Cheng et al., 2006). Â ðàìêàõ êîíöåï-
öèè óäåðæàíèÿ ÐÍÊ â ÿäðå è ó÷àñòèÿ â ýòîì ïðîöåññå
ÊÈÃ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ýòèõ ýêñòðàõðîìîñîì-
íûõ ÿäåðíûõ äîìåíàõ ïðîèñõîäèò ôîðìèðîâàíèå òàêîãî
êîìïëåêñà, êîòîðûé ñîñòîèò èç ÐÍÊ, ôàêòîðîâ òðàíñ-
êðèïöèè, ðåöåïòîðîâ ÿäåðíîãî ýêñïîðòà è àêòèíà. Íåäàâ-
íèå èññëåäîâàíèÿ óáåäèòåëüíî äîêàçàëè, ÷òî ÊÈÃ ìîãóò
îáåñïå÷èâàòü ýôôåêòèâíîå ñîïðÿæåíèå èíèöèàöèè òðàíñ-
êðèïöèè, ýëîíãàöèè ïåðâè÷íîãî òðàíñêðèïòà ìÐÍÊ è ðàç-
ëè÷íûõ ýòàïîâ ïðîöåññèíãà ïðå-ìÐÍÊ, ÷òî â ñâîþ î÷å-
ðåäü ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ ñêîîðäèíèðîâàííîé ðåãóëÿ-
öèè ìíîãîñòóïåí÷àòûõ ïðîöåññîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ
(Sacco-Bubulya et al., 2002; Shopland et al., 2002; Hu et al.,
2008).

Íàøè äàííûå ïî âûÿâëåíèþ àêòèíà â çîíàõ êîíäåí-
ñèðîâàííîãî õðîìàòèíà, à òàêæå â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè
âïîëíå óêëàäûâàþòñÿ â îáùóþ ñõåìó åãî ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ. Íàëè÷èå àêòèíà â ñâÿçè ñ áëîêàìè ãåòåðîõðîìàòè-
íà îòðàæàåò åãî ó÷àñòèå â ãëîáàëüíûõ ïðîöåññàõ ðåêîíñò-
ðóêöèè õðîìàòèíà, ïðîèñõîäÿùèõ â ïåðèîä ïîäãîòîâêè
êëåòêè ê ìåòàôàçå I ìåéîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ. Âîçìîæíî,
ïåðåõîäó ïðå-ìÐÍÏ â ÊÈÃ òàêæå ñïîñîáñòâóåò àêòèí, êî-
òîðûé, êàê îáñóæäàëîñü âûøå, âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå ÷àñ-
òèö ãÿÐÍÏ. Çäåñü æå ïðè åãî ó÷àñòèè, ïî-âèäèìîìó, ôîð-
ìèðóåòñÿ åäèíûé òðàíñêðèïöèîííî-ýêñïîðòíûé êîìï-
ëåêñ TREX, îáåñïå÷èâàþùèé íå òîëüêî îêîí÷àòåëüíîå
ñîçðåâàíèå ìîëåêóë ïðå-ìÐÍÊ, íî òàêæå èõ ãîòîâíîñòü
íà ýêñïîðò.

Îêàçàëîñü, ÷òî àêòèí ïðèíèìàåò íåïîñðåäñòâåííîå
ó÷àñòèå â êðóïíîìàñøòàáíûõ ïåðåìåùåíèÿõ õðîìîñîì-
íûõ îáëàñòåé (Lamond, Spector, 2003; Schneider, Grossc-
hedl, 2007).

Èçâåñòíî, ÷òî ðàçëè÷íûå òèïû õðîìîñîìíûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé çàíèìàþò ðàçíûå ïîçèöèè â òðåõìåðíîì
ïðîñòðàíñòâå ÿäðà. Òàê, äîìåíû õðîìîñîì, áîãàòûå ãåíà-
ìè, îáû÷íî íàõîäÿòñÿ â öåíòðàëüíûõ ðàéîíàõ ÿäðà, à ó÷à-
ñòêè, áåäíûå ãåíàìè, — íà èõ ïåðèôåðèè. Òðàíñêðèïöè-
îííî íåàêòèâíûå ãåíû ïðåèìóùåñòâåííî ðàñïîëîæåíû â
ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ðåãèîíàõ, â òî âðåìÿ êàê àêòèâíûå
ãåíû, êàê ïðàâèëî, ðàñïîëîæåíû âáëèçè ÊÈÃ (Spector,
2003). Â ðàáîòå (Chuang et al., 2006) áûëà âèçóàëèçèðîâà-
íà äèíàìèêà ðåïîçèöèîíèðîâàíèÿ òàíäåìíîãî ãåííîãî
ëîêóñà. Ïðè àêòèâàöèè ýêñïðåññèè ýòîò ëîêóñ ñ ïåðèôå-
ðèè êëåòêè ïåðåìåùàëñÿ â öåíòð ÿäðà. Îäíîíàïðàâëåííàÿ
òðàåêòîðèÿ áûëà çàôèêñèðîâàíà äëèíîé îò 1 äî 5 ìêì,
÷òî ïîçâîëèëî àâòîðàì ïðåäïîëîæèòü ñóùåñòâîâàíèå àê-
òèâíîãî ìåõàíèçìà ïåðåìåùåíèÿ õðîìàòèíà íà çíà÷è-
òåëüíûå ðàññòîÿíèÿ. Ýêñïðåññèÿ æå ìóòàíòíûõ ôîðì àê-
òèíà èëè ÿäåðíîãî ìèîçèíà 1 ñ äåôåêòàìè â ïîëèìåðèçà-
öèè è ñâÿçûâàíèè àêòèíà òîðìîçèëà òàêîå ïåðåäâèæåíèå
õðîìàòèíà (Chuang et al., 2006). Âñå âìåñòå ýòè äàííûå ãî-
âîðÿò î òîì, íàñêîëüêî âåëèêè ôóíêöèîíàëüíûå âîçìîæ-
íîñòè àêòèíà, êîòîðûé íå òîëüêî ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ
ýêñïðåññèè è ðåîðãàíèçàöèè ãåíîìà, íî òàêæå ñïîñîáñòâóåò
ïåðåìåùåíèþ ìîëåêóë, êàê â ñëó÷àå òðàíñïîðòèðîâêè ÐÍÊ,
è êðóïíûõ õðîìîñîìíûõ ëîêóñîâ. Íàëè÷èå íåñêîëüêèõ
ôîðì ÿäåðíîãî àêòèíà îòðàæàåò ñóùåñòâóþùåå ðàçíîîáðà-
çèå ôóíêöèé, êîòîðûå âûïîëíÿåò ýòîò áåëîê â ÿäðå.

Â íàøåé ïðåäûäóùåé ðàáîòå â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè
áûëè ëîêàëèçîâàíû ôàêòîð ýêñïîðòà ìÐÍÊ NXF1/TAP, à

òàêæå êîìïëåêñ áåëêîâ ñåìåéñòâà À/B ãÿÐÍÏ (Ïî÷óêàëè-
íà è äð., 2010). Èñïîëüçîâàíèå àíòèòåë ïðîòèâ âñåãî ñå-
ìåéñòâà A/B ãÿÐÍÏ íå ïîçâîëèëî íàì çàêëþ÷èòü, êàêîé
áåëîê èç åãî ñîñòàâà ïðèñóòñòâóåò â ÊÈÃ. Â äàííîì èñ-
ñëåäîâàíèè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé è ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñ àêòèíîì â ÊÈÃ ñîëîêàëèçóåòñÿ
áåëîê À1 (ðèñ. 3, á). Ó÷àñòèå áåëêîâ ñåìåéñòâà A/B
ãÿÐÍÏ â ýêñïîðòíîì êîìïëåêñå ïðå-ìÐÍÊ ÿâëÿåòñÿ ñïîð-
íûì âîïðîñîì; â áîëüøåé ñòåïåíè èì îòâîäèòñÿ ðîëü â
óïàêîâêå äåãðàäèðóþùèõ èíòðîíîâ (Kataoka et al., 2000;
Reed, Magni, 2001).

Îäíàêî ðÿä ôàêòîâ äàåò îñíîâàíèå ðàññìàòðèâàòü À1
ãÿÐÍÏ â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíîãî ôàêòîðà ýêñïîðòà
ìÐÍÊ: À1 ÿâëÿåòñÿ ÷åëíî÷íûì áåëêîì, öèðêóëèðóþùèì
èç ÿäðà â öèòîïëàçìó è îáðàòíî (Nakielny, Dreyfuss,
1999); â åãî ñîñòàâå ïðèñóòñòâóåò ñèãíàë ÿäåðíîãî ýêñ-
ïîðòà (Piñol-Roma, Dreyfuss, 1992, 1993), îðòîëîã À1
ãÿÐÍÏ ó Diptera ñâÿçûâàåòñÿ ñ ìÐÍÊ â ïóôôàõ ïîëèòåí-
íûõ õðîìîñîì Chironomus tetans è ñîïðîâîæäàåò åå äî
öèòîïëàçìû (Visa et al., 1996; Daneholt, 1997). Êðîìå
òîãî, áåëîê À1 îáíàðóæåí â ñîñòàâå ÿäåðíûõ êîìïëåêñîâ
ìÐÍÏ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ñîâìåñòíî ñ àäàïòåð-
íûì áåëêîì REF/Aly (Mili et al., 2001). Â ðåçóëüòàòå ýëåê-
òðîííîãî èììóíîìå÷åíèÿ ìû îïðåäåëèëè, ÷òî àêòèí è À1
ãÿÐÍÏ ðàñïðåäåëåíû â ÊÈÃ íåáîëüøèìè ãðóïïàìè, ïðè-
÷åì ÷àñòèöû çîëîòà, ìàðêèðóþùèå èññëåäóåìûå áåëêè,
ðàñïîëîæåíû íà ðàññòîÿíèè íå áîëåå 10 íì, ÷òî ÿâëÿåòñÿ
âïîëíå äîñòàòî÷íûì óñëîâèåì äëÿ îïðåäåëåíèÿ èõ ñîëî-
êàëèçàöèèè (âðåçêè íà ðèñ. 4, à, á). Òàêèì îáðàçîì, âîç-
ìîæíî, ÷òî àññîöèàöèÿ áåëêîâ À1 è àêòèíà â ÊÈÃ îîöè-
òîâ ìûøè, êîòîðàÿ äîêóìåíòèðîâàíà íàìè êàê íà ñâåòî-
âîì, òàê è íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíÿõ, îòðàæàåò
íàëè÷èå â ñîñòàâå ÊÈÃ ýëåìåíòîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ
óñïåøíîé ñáîðêè ýêñïîðòíîãî êîìïëåêñà ìÐÍÏ.

Èçâåñòíî, ÷òî ïåðåíîñ ìÐÍÊ èç ÿäðà â öèòîïëàçìó
îáåñïå÷èâàåòñÿ ãðóïïîé êîíñåðâàòèâíûõ áåëêîâ — ôàê-
òîðîâ ÿäåðíîãî ýêñïîðòà. Íàèáîëåå ïîäðîáíî îõàðàêòå-
ðèçîâàí ýêñïîðòíûé ðåöåïòîð ìÐÍÊ TAP, êîòîðûé íåïî-
ñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóåò ñ ÿäåðíûì ïîðîâûì êîìï-
ëåêñîì (Stutz, Izaurralde, 2003). Äîêàçàòåëüñòâî ó÷àñòèÿ
ÒÀÐ â ýêñïîðòå ìÐÍÊ ïåðâîíà÷àëüíî áûëî ïîëó÷åíî ïðè
èññëåäîâàíèè ýêñïîðòà íåñïëàéñèðîâàííûõ ðåòðîâèðóñ-
íûõ ìÐÍÊ, êîòîðûå ñîäåðæàò êîíñòèòóòèâíûé òðàíñïîð-
òíûé ýëåìåíò (CTE). Ïîêàçàíî, ÷òî TAP ñïîñîáñòâóåò ýê-
ñïîðòó ÐÍÊ, íàïðÿìóþ ñâÿçûâàÿñü ñ CTE. Ìèêðîèíúåê-
öèè â îîöèòû Xenopus laevis èçáûòî÷íîãî êîëè÷åñòâà
ÐÍÊ, ñîäåðæàùèõ CTE, áëîêèðîâàëè ýêñïîðò êëåòî÷íûõ
ìÐÍÊ, îäíàêî ýòîò áëîê ñíèìàëñÿ ñ ïîìîùüþ ââåäåíèÿ
â êëåòêè ðåêîìáèíàíòíîãî TAP. Èíàêòèâàöèÿ èëè äåïëå-
öèÿ ýíäîãåííîãî TAP â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ Droso-
phila melanogaster ïðèâîäèëà ê áûñòðîìó íàêîïëåíèþ
ïîëè(A)+-ÐÍÊ â ÿäðå, äîêàçûâàÿ âàæíóþ ðîëü ÒÀÐ â ýêñ-
ïîðòå ìÐÍÊ.

Äàííûå î òîì, ÷òî â êëåòêàõ äðîææåé áåëîê Mex 67p,
ÿâëÿþùèéñÿ îðòîëîãîì TAP ìëåêîïèòàþùèõ, òàêæå ó÷à-
ñòâóåò â ýêñïîðòå îñíîâíîé ìàññû ïîëè(A)+-ÐÍÊ, ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî TAP ÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî êîíñåðâà-
òèâíûì áåëêîì, íî òàêæå îñíîâíûì ôàêòîðîì ýêñïîðòà
ìÐÍÊ (Segref et al., 1997). Äîìèíèðóþùàÿ ðîëü ÒÀÐ â
ÿäåðíîì ýêñïîðòå êëåòî÷íîé ïîëè(A)+-ÐÍÊ ïîäòâåðæäå-
íà ïðè øèðîêîìàñøòàáíîì àíàëèçå ìÐÍÊ ðàçëè÷íûõ
êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî ÒÀÐ âîâëå÷åí â ýêñïîðò ïî êðàéíåé
ìåðå 75 % èç 6000 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ìÐÍÊ (Herold
et al., 2003). Îäíàêî äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ TAP â ýêñ-
ïîðòå êëåòî÷íûõ ìÐÍÊ íåîáõîäèìî ó÷àñòèå ðàçëè÷íûõ
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àäàïòåðíûõ áåëêîâ, êîòîðûå íåïîñðåäñòâåííî ñâÿçûâàþò
ÒÀÐ ñ ïåðåíîñèìûìè ìÐÍÏ (Reed, Magni, 2001; Dreyfuss
et al., 2002; Stutz, Izaurralde, 2003).

Â íàøåé ðàáîòå íà ñâåòîîïòè÷åñêîì è óëüòðàñòðóê-
òóðíîì óðîâíÿõ ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ÊÈÃ îîöè-
òîâ ìûøè ñîäåðæàò àêòèí è NXF1/TAP (ðèñ. 3, â). Ñëåäó-
åò îòìåòèòü íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ, êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ
ïðè ñðàâíåíèè äàííûõ î íàëè÷èè â ñîñòàâå ÊÈÃ áåëêîâ
À1 è ÒÀÐ, ïîëó÷åííûõ â õîäå íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèè è ýëåêòðîííîãî èììóíîìå÷åíèÿ. Åñëè ìåæäó àê-
òèíîì è À1 ìû ìîæåì ïðåäïîëàãàòü ñóùåñòâîâàíèå îïðå-
äåëåííûõ ñòðóêòóðíûõ ñâÿçåé, òî òàêèå âûâîäû ïðèìåíè-
òåëüíî ê ÒÀÐ ñäåëàòü íåëüçÿ. Ïðèñóòñòâèå NXF1/TAP â
ñîñòàâå ÊÈÃ áûëî äîêóìåíòèðîâàíî ðàíåå (Ïî÷óêàëèíà
è äð., 2010), îäíàêî ïî íàøèì íàáëþäåíèÿì, ÒÀÐ ëèáî
áûñòðåå ïîêèäàåò ÊÈÃ, ÷åì áåëîê À1, ëèáî îí ïðèñóòñò-
âóåò â ÊÈÃ â ìåíüøåé êîíöåíòðàöèè. Íà óëüòðàñòðóêòóð-
íîì óðîâíå NXF1/TAP âûÿâëÿåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî íà
ïåðèôåðèè ÊÈÃ. Ñîëîêàëèçàöèè ìåæäó NXF1/TAP è àê-
òèíîì èëè À1 â ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè ìû íå âûÿâèëè
(ðèñ. 4, â, ã). Ïîäîáíîå ðàñïðåäåëåíèå NXF1/TAP ïîëó÷å-
íî â ÿäðàõ äâóêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè, õàðàêòåðèçó-
þùèõñÿ ðàçíîé ñòåïåíüþ ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè.
Â àêòèâíûõ ÿäðàõ NXF1/TAP âûÿâëÿåòñÿ â íóêëåîïëàçìå
è â ñâÿçè ñ ïåðèôåðèåé ÊÈÃ. Èíòåðåñíî, ÷òî ïðè èñêóññò-
âåííîì ïîäàâëåíèè òðàíñêðèïöèè ñ ïîìîùüþ àêòèíîìè-
öèíà Ä NXF1/TAP ïîÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå íåìíîãî÷èñëåí-
íûõ êðóïíûõ ÊÈÃ (Bogolyubova et al., 2009).

Òàêèì îáðàçîì, îáíàðóæåííàÿ íàìè ñîâìåñòíàÿ ëîêà-
ëèçàöèÿ àêòèíà è ôàêòîðîâ ýêñïîðòà ìÐÍÊ NXF1/TAP è
áåëêà À1 ãÿÐÍÏ â ñâÿçè ñ ÊÈÃ îîöèòîâ ìûøè ìîæåò óêà-
çûâàòü íå òîëüêî íà ó÷àñòèå ýòèõ äîìåíîâ â ïðîöåññàõ ýê-
ñïðåññèè ãåíîâ, íî è íà èõ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè ýêñïîðò-
íîãî êîìïëåêñà ìÐÍÊ. Äàëüíåéøàÿ ðàáîòà ïðåäïîëàãàåò
âûÿâëåíèå â ÿäðàõ îîöèòîâ ìûøè äðóãèõ êîìïîíåíòîâ
ýêñïîðòíîãî êîìïëåêñà, âêëþ÷àÿ àäàïòåðíûé áåëîê
REF/Aly è ôàêòîð ñïëàéñèíãà Y14, âõîäÿùèé â ñîñòàâ êî-
ðîâîé ÷àñòè EJC.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Ä. Ñ. Áîãîëþáîâó
çà ïîëåçíîå îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ è
Þ. È. Ãóêèíîé çà òåõíè÷åñêóþ ïîìîùü â ðàáîòå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».
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G. N. Pochukalina, V. N. Parfenov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;

e-mail: galina@mail.cytspb.rssi.ru

Nuclear actin is a part of the chromatin remodeling complex involved in transcriptional and associated
with nascent mRNA, providing them an ability to export from the nucleus. It is currently proved that many fac-
tors involved in mRNA editing and mRNA export are localized in IGCs. Using confocal laser scanning micros-
copy and immunogols labeling technique, we identified actin and A1 hnRNP protein in the nuclei of oocytes
from mouse preovulatory follicles. We have demonstrated that nuclear actin is detected in association with the
chromatin and IGCs. Components of mRNA export complex including proteins A1 and NXF1/TAP are locali-
zed in IGCs together with actin. In accordance with the concept suggesting that IGCs participate in RNA reten-
tion in the nucleus we discuss that mRNA transcription-export complex including actin, A1 hnRNP protein and
NXF1/TAP, along with mRNA and transcription factors is formed in IGCs.

K e y w o r d s: oocytes mouce nucleus, interchromatin granule clusters, actin, mRNA export, A1 A/B
hnRNP, NXF1/TAP, confocal microscopy, electron microscopy.
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