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Èññëåäîâàíèå êëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè Hrs è äðóãèõ ìàðêåðîâ ýíäîñîì

Àêðîñîìà — ñïåöèàëèçèðîâàííàÿ îðãàíåëëà ñïåðìàòîçîèäîâ, íåîáõîäèìàÿ äëÿ îïëîäîòâîðåíèÿ
îîöèòà, ôîðìèðóþùàÿñÿ, ñîãëàñíî ðàçíûì òåîðèÿì, ëèáî èç âåçèêóë àïïàðàòà Ãîëüäæè, ëèáî èç ýíäî-
ñîì è ëèçîñîì. Hrs (hepatocyte growth factor regulated tyrosine kinase substrate) — ìóëüòèäîìåííûé áåëîê
êîìïëåêñà ESCRT-0, ïðèíèìàþùèé ó÷àñòèå â ñîðòèðîâêå ïîãëîùåííûõ â õîäå ýíäîöèòîçà áåëêîâ. Äëÿ
ìëåêîïèòàþþùèõ ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü Hgs (ãîìîëîãà Hrs) ñâÿçûâàòüñÿ ñ àêðîñîìîé, îäíàêî àíàëîãè÷-
íàÿ ñïîñîáíîñòü Hrs äðîçîôèëû íå áûëà èçó÷åíà. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ñåìåííèêàõ ýêñïðåññèðóþòñÿ äâå
áåëêîâûå ôîðìû Hrs: áîëåå äëèííàÿ ôîðìà Hrs-B è óêîðî÷åííàÿ ôîðìà Hrs-A, â êîòîðîé îòñóòñòâóþò
äîìåí VHS è ÷àñòü äîìåíà FYVE, ïðèíèìàþùèå íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â çàÿêîðèâàíèè Hrs íà ýíäî-
ñîìàõ. Ìû òàêæå îáíàðóæèëè, ÷òî â îòëè÷èå îò Hrs ìëåêîïèòàþùèõ èçîôîðìà Írs-B è ïî÷òè ïîëíîñòüþ
èäåíòè÷íàÿ åé óñå÷åííàÿ ôîðìà Hrs8 ([290—760]) ëîêàëèçóþòñÿ íå íà àêðîñîìàõ, à íà ôüþçîìàõ ñïåð-
ìàòîöèòîâ. Äàííàÿ ëîêàëèçàöèÿ òðåáóåò íàëè÷èÿ â ìîëåêóëå áåëêà ó÷àñòêà, ðàñïîëîæåííîãî ìåæäó àìè-
íîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè 383 è 472, ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùåãî NF2- è (èëè) STAM-ñâÿçûâà-
þùåìó äîìåíàì. In situ-ãèáðèäèçàöèÿ ìÐÍÊ Írs ïîêàçàëà, ÷òî ãåí hrs ýêñïðåññèðóåòñÿ â ðàííåì ñïåðìà-
òîãåíåçå, è ýòî ïîäòâåðæäàåò äàííûå î ñâÿçûâàíèè Hrs ñ ôüþçîìàìè ñïåðìàòîöèòîâ è îòñóòñòâèè áåëêà
Hrs â ïîçäíåì ñïåðìàòîãåíåçå. Êðîìå òîãî, ìû ïîêàçàëè, ÷òî Hrs íå ïðèíèìàåò ó÷àñòèÿ â ðåãóëÿöèè è
îñóùåñòâëåíèè öèòîêèíåçà. Íàêîíåö, íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå Hrs íà àêðîñîìå äðîçîôèëû, ìû äåòåêòè-
ðîâàëè íà îðãàíåëëå ìàðêåðû ýíäîìîì Rab4, Rab7 è Rab11, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ýíäîñîìàëü-
íîé ãèïîòåçû àêðîñîìîãåíåçà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: vesicular traffic, endosome, endocytosis, spermatogenesis, acrosome, fusome.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÂÒ — ìóëüòèâåçèêóëÿðíûå òåëüöà, ESCRT — endosomal sorting
complex required for transport, STAM — signal-transducing adaptor molecule.

Àêðîñîìà — ñïåöèàëèçèðîâàííàÿ îðãàíåëëà çðåëûõ
ñïåðìàòîçîèäîâ, èãðàþùàÿ âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññå
îïëîäîòâîðåíèÿ îîöèòà (Fuller, 1993). Îäíàêî, íåñìîòðÿ
íà çíà÷èìîñòü àêðîñîìû, â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå ñóùåñòâó-
åò îáùåé òåîðèè îòíîñèòåëüíî åå ïðîèñõîæäåíèÿ. Íåêî-
òîðûå àâòîðû ñ÷èòàþò ïðåäøåñòâåííèêîì àêðîñîìû àï-
ïàðàò Ãîëüäæè (Tang et al., 1982; Burgos, Gutierrez, 1986;
Moreno et al., 2000, 2006); â òî æå âðåìÿ äðóãèå àâòîðû
ñ÷èòàþò àêðîñîìó ïðîäóêòîì ýíäîñîìàëüíîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ (Martinez et al., 1996; Sun-Wada et al., 2002; Moreno,
Alvarado, 2006). Ïîñêîëüêó íà àêðîñîñìå áûëè îáíàðóæåíû
ìàðêåðû öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, ýíäîñîì è ëèçî-
ñîì (Li Y. et al., 2006; Li S. et al., 2009; Zhu et al., 2009),
ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ôîðìèðîâàíèè àêðîñîìû
ïðèíèìàþò ó÷àñòèå ðàçëè÷íûå âåçèêóëÿðíûå ñòðóêòóðû,
â íîðìå ïðèñóòñòâóþùèå â äèïëîèäíîé êëåòêå.

Hrs — áåëîê êîìïëåêñà ESCRT (endosomal sorting
complex required for transport) — èçâåñòíûé ìàðêåð ðàí-
íèõ ýíäîñîì è ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ òåëåö (ÌÂÒ), êîòî-
ðûå îáðàçóþòñÿ âíóòðè ðàííèõ ýíäîñîì. Â ïðîöåññå ýí-

äîöèòîçà Hrs çàÿêîðèâàåòñÿ íà ìåìáðàíàõ ðàííèõ ýíäî-
ñîì, ñâÿçûâàåò ìàðêèðîâàííûå óáèêâèòèíîì áåëêè, íà-
ïðàâëÿåìûå íà äåãðàäàöèþ â ëèçîñîìàõ, è â ñîñòàâå ãåòå-
ðîìåðíîãî êîìïëåêñà ñî STAM (signal-transducing adaptor
molecule) èëè STAM-2/Hbp (Hrs-binding protein) ïðèíèìà-
åò íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè ÌÂÒ (Ta-
kata et al., 2000). Êàê è íåêîòîðûå äðóãèå áåëêè, Hgs (ãî-
ìîëîã Hrs ìëåêîïèòàþùèõ) ëîêàëèçóåòñÿ íà ðàííèõ ýíäî-
ñîìàõ ñïåðìàòîöèòîâ è ñïåðìàòèä, à òàêæå —
â êîìïëåêñå ñî STAM — íà ôîðìèðóþùèõñÿ àêðîñîìàõ
(Berruti et al., 2010). Òåì íå ìåíåå ñïîñîáíîñòü Hrs ëîêà-
ëèçîâàòüñÿ íà àêðîñîìå è ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â àêðîñîìî-
ãåíåçå ó äðîçîôèëû íå áûëà èçó÷åíà.

Â ìîëåêóëå áåëêà Hrs áûëè âûäåëåíû íåêîòîðûå
ôóíêöèîíàëüíûå äîìåíû. Ïåðâûé èç íèõ — N-êîíöåâîé
VHS-äîìåí (ðèñ. 1), êîòîðûé òàêæå îáíàðóæèâàåòñÿ ó
áåëêà Vps27 è STAM b è êîòîðûé ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â
ðàñïîçíàâàíèè «ãðóçîâ» â öèðêóëÿòîðíûõ ïðîöåññàõ
òðàíñ-êîìïàðòìåíòà àïïàðàòà Ãîëüäæè (Lohi et al., 2002).
Ýòîò äîìåí òàêæå îáíàðóæåí ó áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â
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ïðîöåññ ðåãóëÿöèè ïåðåäà÷è ñèãíàëà îò ðåöåïòîðîâ ôàê-
òîðîâ ðîñòà (íàïðèìåð, EGFR), òàêèõ êàê áåëîê EAST
(Lohi, Lehto, 1998). FYVE-äîìåí (ðèñ. 1), äîìåí òèïà
«öèíêîâûé ïàëåö», âïåðâûå áûë îáíàðóæåí ó áåëêîâ
Fab1, YOTB/ZK632.12, Vac1 è EEA1. Äîìåí FYVE îáåñ-
ïå÷èâàåò ñïîñîáíîñòü Hrs ñâÿçûâàòü ôîñôàòèäèëèíîçè-
òîë-3-ôîñôàò (ÔÈ3Ô) êëåòî÷íûõ ìåìáðàí (Stenmark,
Aasland, 1999). Óáèêâèòèíñâÿçûâàþùèé ìîòèâ (UIM)
(ðèñ. 1), èçíà÷àëüíî îïèñàííûé äëÿ 26S-ïðîòåîñîìíîé
ñóáúåäèíèöû PSD4/RPN (Lohi, Lehto, 1998; Young et al.,
1998), ïðåäñòàâëåí âî ìíîãèõ áåëêàõ, âîâëå÷åííûõ â ñî-
áûòèÿ ýíäîöèòîçà è âàêóîëÿðíîé ñîðòèðîâêè áåëêîâ
(Hofmann, Falquet, 2001). STAM-ñâÿçûâàþùèé äîìåí
HRS âîâëå÷åí â ñâÿçûâàíèå íå òîëüêî STAM (Asao et al.,
1997; Takeshita et al., 1997), íî è äðóãèõ áåëêîâ ñèñòåìû
âåçèêóëÿðíîãî òðàôèêà, òàêèõ, êàê íàïðèìåð SNAP-25
(Raiborg et al., 2001).

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûìè áàçû Flybase, ñóùåñòâóþò
òðè èçîôîðìû Hrs — Hrs-A, Hrs-B è Hrs-C. Ïîñêîëüêó íå-
êîòîðûå èçîôîðìû Hrs (B è C) èìåþò ëèøü íåçíà÷èòåëü-
íûå ðàçëè÷èÿ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5R-íåòðàíñëèðóåìîé
îáëàñòè ìÐÍÊ è ïîëíîãåíîìíûå äàííûå Flybase ìîãóò
îêàçàòüñÿ íåòî÷íûìè, ìû ïðîâåëè èäåíòèôèêàöèþ òðàíñ-
êðèïòîâ Hrs â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ Drosophila ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñ ïîñëåäóþùåé ÏÖÐ.

Ìàëûå ÃÒÔàçû (Rabs) èãðàþò âàæíóþ ðîëü â îðãàíè-
çàöèè îòäåëüíûõ ýòàïîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà,
âêëþ÷àÿ ñåëåêöèþ ìîëåêóëÿðíûõ ãðóçîâ, îòïî÷êîâûâà-
íèå, äâèæåíèå, ñëèÿíèå, çàÿêîðèâàíèå è íàïðàâëåíèå âå-
çèêóë. Êàê è Hrs, áåëêè Rab4, Rab7 è Rab11 ëîêàëèçóþòñÿ
íà ýíäîñîìàõ (Zhang et al., 2007).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíà-
ëèç ëîêàëèçàöèè Hrs è Rab4, Rab7 è Rab11 â ñïåðìàòîãå-
íåçå Drosophila. Áèîõèìè÷åñêèé ñîñòàâ àêðîñîìû äðîçî-
ôèëû çíà÷èòåëüíî ìåíåå èçó÷åí, ÷åì ñîñòàâ àêðîñîìû

ìëåêîïèòàþùèõ: â íàñòîÿùåå âðåìÿ òîëüêî îäèí áåëîê,
Sneaky, áûë èäåíòèôèöèðîâàí êàê áåëîê àêðîñîìû äðîçî-
ôèëû (Wilson et al., 2006). Ýêñïðåññèÿ Sneaky íà÷èíàåòñÿ
â ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòîöèòàõ, ãäå áåëîê ðàñïðåäåëåí äèô-
ôóçíî â öèòîïëàçìå, îäíàêî íà ñòàäèè ñïåðìàòèäû ìîëå-
êóëû Sneaky ñîáèðàþòñÿ â ãðàíóëû, ëîêàëèçîâàííûå íà
âíåøíåé àïèêàëüíîé ñòîðîíå ÿäðà â îáëàñòè ëîêàëèçàöèè
àêðîáëàñòà (ðàííåé ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ àêðîñîìû). Â
òî æå âðåìÿ íå ñóùåñòâóåò äîêàçàòåëüñòâ âîâëå÷åííîñòè
ãîìîëîãîâ Sneaky â ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ àêðîñîìû ó
äðóãèõ âèäîâ. Íàïðèìåð, áåëîê SPE-42 Caenorhabditis
elegans ó÷àñòâóåò â ïðîöåññå îïëîäîòâîðåíèÿ, íî íåèçâå-
ñòíî, ÿâëÿåòñÿ ëè îí áåëêîì èìåííî àêðîñîìû.

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåèçâåñòíî, íà-
ñêîëüêî ñõîæ áåëêîâûé ñîñòàâ àêðîñîì ó ðàçíûõ âèäîâ.
Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — âûÿñíèòü, ó÷àñòâóåò ëè ýí-
äîñîìíûé áåëîê Hrs â îáðàçîâàíèè àêðîñîìû, ïîäîáíî
òîìó êàê ýòî ïðîèñõîäèò ó ìëåêîïèòàþùèõ.

Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè ESCRT-I è ESCRT-II âîâëå÷åíû
â ïðîöåññ öèòîêèíåçà (Carlton, Martin-Serrano, 2007; Mori-
ta et al., 2007). Äëÿ äðîçîôèëû òàêæå ïîêàçàíî ó÷àñòèå îä-
íîãî áåëêà ESCRT-III, Snf7, â öèòîêèíåçå íà ñòàäèè àáñ-
öèññèè êëåòîê (Capalbo et al., 2012). Â ñïåðìàòîãåíåçå
â õîäå ïðåìåéîòè÷åñêèõ ìèòîçîâ è ìåéîçîâ îáðàçóþòñÿ
öèñòû, ñîäåðæàùèå ñïåðìàòèäû, ñîåäèíåííûå ìåæäó ñî-
áîé êîëüöåâûìè êàíàëüöàìè, èñ÷åçàþùèìè â ïðîöåññå
èíäèâèäóàëèçàöèè êëåòîê ïî äîñòèæåíèè ñïåðìàòèäàìè
êàóäàëüíîãî êîíöà öèñòû. Âîçìîæíî, áåëêè êîìïëåêñà
ESCRT ó÷àñòâóþò â ñïåðìàòîãåíåçå â ïðîöåññå öèòîêèíå-
çà â ïðåìåéîòè÷åñêèõ ìèòîçàõ è ìåéîçàõ. Äðóãîé âîçìîæ-
íîé ôóíêöèåé áåëêîâ ESCRT-0 â ñïåðìàòîãåíåçå ìîæåò
áûòü ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè êîëüöåâûõ êàíàëüöåâ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó óòî÷íèòü
ôóíêöèþ áåëêîâ ESCRT-0 â ñïåðìàòîãåíåçå íà ïðèìåðå
Hrs.
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Ðèñ. 1. Áåëîê Hrs è åãî ôóíêöèîíàëüíûå äîìåíû (ïîêàçàíû ñåðûì öâåòîì).

VHS-, FYVE- è VIM-äîìåíû íàçâàíû â ñîîòâåòñòâèè ñ àííîòàöèåé, ïðåäñòàâëåííîé â áàçå äàííûõ ExPassy. Ïîëíîðàçìåðíàÿ è óñå÷åííûå ôîðìû Hrs
èñïîëüçîâàíû â ýêñïåðèìåíòå ñ GFP. Hrs-B — ïîëíîðàçìåðíàÿ ôîðìà (îíà æå èçîôîðìà B); Hrs-1, Hrs-2 è Hrs-4 — N-êîíöåâûå óñå÷åííûå ôîðìû, ñî-
äåðæàùèå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè 1—258, 1—298 è 1—472 ñîîòâåòñòâåííî; Hrs-8 è Hrs-9 — Ñ-êîíöåâûå óñå÷åííûå ôîðìû, ñîäåðæàùèå àìèíîêèñ-

ëîòíûå îñòàòêè 290—760 è 383—760 ñîîòâåòñòâåííî. Ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ôüþçîìû ïîêàçàë øòðèõàìè.



Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ë è í è è ì ó õ yw; hrsD28/CyO; hs-Hrs è yw; P{w[+mC]=
UAS-Hrs}12 áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ä-ðîì Õüþãî
Áåëëåíîì (ÑØÀ). Ëèíèÿ äðàéâåðà Bam-Gal4 áûëà ïðåäî-
ñòàâëåíà Ëàáîðàòîðèåé ãåíîìèêè Èíñòèòóòà ìîëåêóëÿð-
íîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÑÎ ÐÀÍ. Ëèíèÿ yw; Ki, Del-
ta2-3 áûëà ïðåäîñòàâëåíà Ëàáîðàòîðèåé öèòîãåíåòèêè
Èíñòèòóòà ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÑÎ ÐÀÍ.
Ëèíèè y1w*; P{w[+mC]=UASp-YFP.Rab4}09, y1w*;
P{w[+mC]=UASp-YFP.Rab7}21/SM5, y1w*; P{w[+mC]=
UASp-YFP.Rab11}sra32/TM3, Sb1, P{UAS-GFP. nls}8 è dri-
ver da-Gal4, P{hsFLP}12, y1 w*; HrsD28 P{neoFRT}40A/
In(2LR)Gla, wgGla–1 Bc1 and w1118; P{w[+mC]=Ubi-GFP
(S65T)nls}2L P{ry[+t7.2]=neoFRT}40A/CyO, ëèíèè, ñîäåð-
æàùèå ÐÍÊ è êîíñòðóêòû ïðîòèâ ãåíà hrs y[1] v[1];
P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.JF02858}attP2 è y[1] sc[*] v[1];
P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMS00840}attP2 áûëè ïîëó÷åíû
èç Bloomington Stock Center. Ëèíèÿ yw; UAS-GFP(S65T)
áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà ä-ðîì Ê. Ëåõíåð (University
Bayreuth, Ãåðìàíèÿ). Òåïëîâîé øîê ïðîâîäèëè èíêóáàöèåé
ïðîáèðîê ïðè 37 °C â òå÷åíèå 1 ÷ íà âîäÿíîé áàíå.

Ì î ë å ê ó ë ÿ ð í î å ê ë î í è ð î â à í è å. Ïîëíîðàçìåð-
íóþ ôîðìó Hrs ñ îòñóòñòâóþùèìè èíòðîíàìè àìïëèôè-
öèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåíîìíîé ÄÍÊ ëèíèè
P{UAST-Hrs}12, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííîé ä-ðîì Õüþãî
Áåëëåíîì (ÑØÀ) â êà÷åñòâå ìàòðèöû, è ïðàéìåðîâ
GCAGCATAAAAGAAAACAGAATTCTATGTT è GGAA-
TAACATCCCTAGGATTAATCAAAGC. Àìïëèêîí ëèãè-
ðîâàëè â âåêòîðíóþ ïëàçìèäó pTZ57R/T (Fermentas, Ëèò-
âà). Ïîñêîëüêó êàæäûé ñîäåðæàë ñàéò ðåñòðèêöèè
íà 5R-êîíöå (EcoRI è BamHI äëÿ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî
ïðàéìåðîâ ñîîòâåòñòâåííî), ïðîâîäèëè äàëüíåéøóþ ðå-
ñòðèêöèþ ïîëó÷åííîé ïðîìåæóòî÷íîé ïëàçìèäû
pTZ5R/T-HRS è âåêòîðíîé ïëàçìèäû pUASp-GFP, ëþáåç-
íî ïðåäîñòàâëåííîé Ë. Ø. ×àíãîì (Óíèâåðñèòåò Îãàéî,
ÑØÀ). Òàêèì æå îáðàçîì êëîíèðîâàëè óñå÷åííûå ôîðìû
Hrs ñ èñïîëüçîâàíèåì ïëàçìèäû pTZ5R/T-HRS â êà÷åñòâå
ìàòðèöû. Àìïëèôèêàöèþ óñå÷åííûõ ôîðì Hrs ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìáèíàöèè îäíîãî èç îñíîâíûõ
ïðàéìåðîâ (GCAGCATAAAAGAAAACAGAATTCTAT-
GTT èëè GGAATAACATCCCTAGGATTAATCAAAGC)
ñ îäíèì èç ñëåäóþùèõ ïðàéìåðîâ:

TCCTTCCTAGGTTACTCGGTCTTGC (äëÿ hrs1),

GGACTCCTAGGTTAGGATTGCAGC (äëÿ hrs2),

CATCTGTCGCCTAGGTTACTGCTCCTC (äëÿ hrs4),

CACCCGCTGCGAATTCTATGCAG (äëÿ hrs8),

GCCGCCAAGAATTCTATGCAGGTG (äëÿ hrs9).

Ñõåìà êëîíèðîâàíèÿ ïðåäñòàâëåíà â Ïðèëîæåíèè íà
ðèñ. Ï1 (Ï ð è ë î æ å í è å ê ñ ò à ò ü å ð à ç ì å ù å í î ï î
à ä ð å ñ ó: https://docs.google.com/viewer?a=v&pid=sites&
srcid=ZGVmYXVsdGRvbWFpbnxoeWRwcm90ZWlufGd4
Ojc1NDNlYTNmODAxZTRlNzY).

Ò ð à í ñ ô î ð ì à ö è ÿ ý ì á ð è î í î â D r o s o p h i l a.
Â ýìáðèîíû, íåñóùèå ãåíåòè÷åñêóþ êîíñòðóêöèþ yw; Ki
Delta2-3, ñîäåðæàùèå ýíäîãåííóþ òðàíñïîçàçó Delta2-3,
èíúåöèðîâàëè ÄÍÊ-êîíñòðóêöèè pUASP-GFP-hrsB (ïîë-
íîðàçìåðíàÿ ôîðìà) èëè pUASP-GFP-hrs* (óñå÷åííûå
ôîðìû). Ïîñëå ðàçâèòèÿ èìàãî ïðîâîäèëè ñêðåùèâàíèå

ïîëó÷åííûõ îñîáåé ñ ìóõàìè ëèíèè yw. Ïîëó÷åííûõ â
ðåçóëüòàòå ñêðåùèâàíèé ìóõ, íåñóùèõ ãåíåòè÷åñêèé ìàð-
êåð w+, èçîëèðîâàëè è ñêðåùèâàëè ìåæäó ñîáîé äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ ëèíèè, íåñóùåé ñîîòâåòñòâóþùèé òðàíñïîçîí.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ñåìåííèêè
èçîëèðîâàëè ïîñðåäñòâîì äèññåêöèè ñàìöîâ èìàãî äðîçî-
ôèëû â ðàñòâîðå Õåíêñà, ðàñïîëàãàëè íà ïîêðîâíîì ñòåê-
ëå, ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòîì ïîëèëèçèíîì, ôèêñèðîâà-
ëè â 7%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà â ôîñôàòíîì áóôå-
ðå (pH 7.2) â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
è ïðîìûâàëè ôîñôàòíûì áóôåðîì 2 ðàçà ïî 10 ìèí. ßäðà
âèçóàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì DAPI (2 ìã/ìë). Ïðå-
ïàðàòû ïðîìûâàëè ôîñôàòíûì áóôåðîì 2 ðàçà è çàêëþ-
÷àëè â Mowiol c 10%-íûì DABCO (Sigma). Àíàëèç ïðå-
ïàðàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî
ìèêðîñêîïà Olympus (Ãåðìàíèÿ).

Ð Ò - Ï Ö Ð - à í à ë è ç. Ñåìåííèêè, êðûëîâûå èìàãè-
íàëüíûå äèñêè è ëè÷èíî÷íûå ãàíãëèè èçâëåêàëè èç èìàãî
è ëè÷èíîê ëèíèè yw ñîîòâåòñòâåííî ïîñðåäñòâîì äèññåê-
öèè. ÐÍÊ ýêñòðàãèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òðèçîë-õëî-
ðîôîðìíîãî ìåòîäà è îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé, ñâîáîäíîé
îò ÐÍÊàç (Promega, ÑØÀ). êÄÍÊ ñèíòåçèðîâàëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì íàáîðà ðåàêòèâîâ SuperScript II kit (Invitrogen,
ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé, ïðåäîñòàâëåííîé
ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì. Ïîëó÷åííóþ êÄÍÊ èñïîëüçîâà-
ëè äëÿ ÏÖÐ-àíàëèçà â êà÷åñòâå ìàòðèöû. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ
ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå êîìáèíàöèè ïðàéìåðîâ:

ATGAGCTCGGAGGAGGAACT è
GCAGTTCCGGCAGTGGTGCT (äëÿ Hrs-RA),

TCCTCCTGCTATTCCCTCCT è
GCAGTTCCGGCAGTGGTGCT (äëÿ Hrs-RB),

CATCTGGCAGCACTGTAAGG è
GGAGGGAATAGCAGGAGGAG (äëÿ Hrs-RC).

Àìïëèêîíû àíàëèçèðîâàëè ïîñðåäñòâîì ýëåêòðîôîðåçà
â 1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.

I n s i t u - ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ ì Ð Í Ê ö å ë ü í û õ ñ å -
ì å í í è ê î â. ÄÍÊ hrs àìïëèôèöèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ïðàéìåðîâ

AGCATAAAAGAAAACAGAATTCTATGTT
(Hrs-F-EcoRI) è

GGAATAACATCCCTAGGATTAATCAAAGC
(Hrs-R-BamHI)

è ëèãèðîâàëè â âåêòîðíóþ ïëàçìèäó pGem-T-easy (Prome-
ga, ÑØÀ). ÐÍÊ-çîíäû, ìå÷åííûå äèãîêñèãåíèíîì, ñèíòå-
çèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïëàçìèäû pGem-T-easy-hrs,
ïîäâåðãíóòîé ðåñòðèêöèè ýíäîíóêëåàçîé SacI (äëÿ êîìï-
ëåìåíòàðíîãî çîíäà) èëè BamHI (äëÿ íåêîìïëåìåíòàð-
íîãî çîíäà), è íàáîðà ðåàêòèâîâ DIG RNA labeling kit
(Sp6/T7) (Roche, ÑØÀ, ¹ 11175025910) â ñîîòâåòñòâèè
ñ èíñòðóêöèåé, ïðåäîñòàâëåííîé ôèðìîé-ïðîèçâîäèòå-
ëåì. In situ-ãèáðèäèçàöèþ ìÐÍÊ ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñò-
âèè ñ îïèñàííûì ïðîòîêîëîì (Nagaso et al., 2001).

Ñåìåííèêè èçâëåêàëè èç ñàìöîâ èìàãî ëèíèè yw ïî-
ñðåäñòâîì äèññåêöèè â ôîñôàòíîì áóôåðå è ôèêñèðîâàëè
â ÔÁ (ôèêñèðóþùåì áóôåðå: 4 % ôîðìàëüäåãèäà, 100 ìÌ
Hepes, 2 ìÌ MgSO4 è 1 ìÌ ÝÃÒÀ) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå äâóêðàòíîé îòìûâêè
100%-íûì ýòàíîëîì îáðàçöû îáðàáàòûâàëè ñìåñüþ êñè-
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ëåíà è ýòàíîëà (1 : 1, â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå), ñïîëàñêèâàëè ýòàíîëîì (4 ðàçà) è ðåãèäðàòèðîâà-
ëè â ãðàäèåíòå ðàçâåäåíèé ìåòàíîëà (80, 50 è 25 %) è â
âîäå. Çàòåì îáðàáàòûâàëè àöåòîíîì (80 %) â òå÷åíèå
10 ìèí ïðè –20 °Ñ. Îáðàçöû ïðîìûâàëè ôîñôàòíûì áó-
ôåðîì, ñîäåðæàùèì 0.1 % Tween-20 (PBT), ïîâòîðíî
ôèêñèðîâàëè è ñíîâà ïðîìûâàëè PBT. Äàëåå ïðîâîäèëè
ïðåäãèáðèäèçàöèþ â ÃÁ (ãèáðèäèçàöèîííîì áóôåðå:
50 % ôîðìàìèäà, 5-êðàòíûé öèòðàòíûé áóôåð, 0.1 %
Tween-20, òÐÍÊ, ãåïàðèí è ÄÍÊ ïóïîâèííîé êðîâè ÷åëî-
âåêà) â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 65 °C è ïîñëåäóþùóþ ãèáðèäèçà-
öèþ ñ êîìïëåìåíòàðíûì è íåêîìïëåìåíòàðíûì çîíäàìè
íà Hrs (2 íã/ìêë) â òå÷åíèå 20 ÷ ïðè 65 °C. Îáðàçöû ïðî-
ìûâàëè ÃÁ 6 ðàç ïî 30 ìèí ïðè 65 °Ñ. Ôîðìàìèä óäàëÿëè
èç îáðàçöîâ ïîñðåäñòâîì ïðîìûâàíèÿ ñìåñÿìè ÃÁ ñ PBT
(4 : 1, 3 : 2, 2 : 3 è 1 : 4) è PBT. Äàëåå îáðàçöû áëîêèðîâà-
ëè â 2%-íîì ðàñòâîðå ÁÑÀ â PBT â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
äèãîêñèãåíèíà, êîíúþãèðîâàííûìè ñî ùåëî÷íîé ôîñôà-
òàçîé (Roche, ¹ 11093274980) (àíòèòåëà ïðåäâàðèòåëüíî
àäñîðáèðîâàëè íà ôèêñèðîâàííûõ ÿè÷íèêàõ ñàìîê äðîçî-
ôèëû), â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè 4 °Ñ è îòìûâàëè PBT è ÙÁ
(ùåëî÷íûì áóôåðîì: 100 ìÌ Tris-HCl, pH 9.0, 100 ìÌ
NaCl, 50 ìÌ MgCl2 è 0.1 % Tween-20). Ñèãíàë ìÐÍÊ âè-

çóàëèçèðîâàëè ïîñðåäñòâîì îáðàáîòêè îáðàçöîâ ðàñòâî-
ðîì õëîðèäà íèòðîñèíåãî òåòðàçîëèÿ (4.5 ìêë) è
5-áðîìî-4-õëîðî-3-èíäîëèë ôîñôàòà (3.5 ìêë) â ÙÁ â òå-
÷åíèå 20—30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Ðåçóëüòàòû

Â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í à ÿ ë î ê à ë è ç à ö è ÿ H R S â
ñ ï å ð ì à ò î ã å í å ç å D. m e l a n o g a s t e r. UAS-êîíñòðóê-
òû, êîäèðóþùèå ïîëíîðàçìåðíóþ ôîðìó è ðàçëè÷íûå
óñå÷åííûå ôîðìû Hrs, ìàðêèðîâàííûå GFP, ýêñïðåññèðî-
âàëè â ãåíåðàòèâíîé òêàíè ñàìöîâ ïîä êîíòðîëåì äðàéâå-
ðà Bam-Gal4 (Chen, McKearin, 2003). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ïîëíîðàçìåðíàÿ ôîðìà Hrs (Hrs-B) è N-êîíöåâàÿ ôîðìà
Hrs4 ëîêàëèçóþòñÿ íà ôüþçîìàõ — öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ìîñòèêàõ, ñîåäèíÿþùèõ ñïåðìàòîöèòû. Àíàëîãè÷íóþ
ëîêàëèçàöèþ ìû ïîêàçàëè äëÿ óñå÷åííûõ C-êîíöåâîé
ôîðì GFP-Hrs-8 è GFP-Hrs-9 (ðèñ. 2).

Âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå N-êîíöåâûõ ôîðì
Hrs-1 è Hrs-2 ðàçëè÷àåòñÿ: íå áûëî îáíàðóæåíî àññîöèà-
öèè óêàçàííûõ óñå÷åííûõ ôîðì Hrs ñ öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèìè ìîñòèêàìè, â òî âðåìÿ êàê îáå ôîðìû îáíàðóæèâà-
ëèñü â ÿäðå, íî íå â ÿäðûøêîâîì îðãàíèçàòîðå ñïåðìàòî-

512 Å. Â. Ìàðèëîâöåâà è äð.

Ðèñ. 2. Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ïîëíîðàçìåðíîé ôîðìû Hrs-B è óñå÷åííûõ ôîðì Hrs-4, Hrs-8 è Hrs-9 â ñïåðìàòîãåíåçå.

Èçîáðàæåíèÿ äëÿ íåôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûå ïðè âèçóàëèçàöèè ñèãíàëà GFP è â ôàçîâîì êîíòðàñòå, äàíû äëÿ ñïåðìàòîöèòîâ è ñïåð-
ìàòèä íà ñòàäèè «ëóêîâèöû». Ñòàäèÿ «ëèñòà» ïîêàçàíà äëÿ ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòîâ: ïðåäñòàâëåíû èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå ïðè âèçóàëèçàöèè

ñèãíàëîâ GFP è DAPI (ñèíèé öâåò).
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Ðèñ. 3. Îòñóòñòâèå äåôåêòîâ öèòîêèíåçà â ñïåðìàòîãåíåçå ìóòàíòîâ HrsD28.

à — êëåòêè îêðàøåíû DAPI: âèäíî, ÷òî âñå ñïåðìàòèäû ñòóäèè «ëóêîâèöû» èìåþò ïî îäíîìó ÿäðó è îäíîìó íåáåíêåðíó; á — â êëåòêàõ ìóòàíòîâ
îòñóòñòâóåò ñèãíàë GFP; â — ñîâìåùåííûå èçîáðàæåíèÿ.

Ðèñ. 4. Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ìàðêåðîâ ýíäîñîì Rab4, Rab7 è Rab11 â ñïåðìàòîãåíåçå.

Èçîáðàæåíèÿ äëÿ GFP è DAPI ïðåäñòàâëåíû äëÿ ñïåðìàòîöèòîâ, ìåéîòè÷åñêèõ êëåòîê è ñïåðìàòèä íà ñòàäèè «ëèñòà». Âíèçó ïðåäñòàâëåíû èçîáðà-
æåíèÿ öèñò íà ñòàäèè ïîëÿðèçàöèè.



öèòîâ (ðèñ. Ï2, ñì. Ïðèëîæåíèå). Òà æå êàðòèíà
íàáëþäàëàñü íà ñòàäèè «ëóêîâèöû» (ðèñ. Ï2, ñì. Ïðèëî-
æåíèå). Ëîêàëèçàöèÿ õèìåðíûõ áåëêîâ Hrs-1 è Hrs-2 â
ÿäðå îêàçàëàñü îòëè÷íîé îò òàêîâîé äëÿ ïîëíîðàçìåðíîé
è Ñ-êîíöåâîé ôîðì áåëêà, ïîýòîìó äëÿ èñêëþ÷åíèÿ âîç-
ìîæíîñòè ïàðàçèòíîé ëîêàëèçàöèè áåëêîâ â ÿäðå çà ñ÷åò
GFP ìû ïðîâåëè êîíòðîëüíîå ñðàâíåíèå ëîêàëèçàöèè
Hrs-1 è Hrs-2, à òàêæå GFP è GFP. nls (íåñóùèì ñèãíàë
ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè). Îêàçàëîñü, ÷òî ÿäåðíàÿ ëîêàëèçà-
öèÿ Hrs-1 è Hrs-2 àíàëîãè÷íà ëîêàëèçàöèè GFP-áåëêîâ
(ñì. Ïðèëîæåíèå), îäíàêî, ïîñêîëüêó äëÿ äðóãèõ ôîðì
Hrs, ìå÷åííûõ GFP, íå áûëî ïîêàçàíî ÿäåðíîé ëîêàëèçà-
öèè, ìû ñ÷èòàåì ÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ ôîðì Hrs1 è Hrs2
ñïåöèôè÷íîé.

Íè äëÿ îäíîãî èç GFP-Hrs-áåëêîâ íå áûëà ïîêàçàíà
àêðîñîìíàÿ ëîêàëèçàöèÿ, â òî âðåìÿ êàê íåêîòîðûå èç íèõ
îáíàðóæèëè ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòüñÿ ñ ôüþçîìîé ñïåðìà-
òîöèòîâ. Òàêèì îáðàçîì, ôüþçîìû ñïåðìàòîöèòîâ ÿâëÿþò-
ñÿ åäèíñòâåííîé îáíàðóæåííîé êëåòî÷íîé ìèøåíüþ äëÿ
Hrs â ñïåðìàòîãåíåçå äðîçîôèëû, ïðè÷åì Hrs-B, Hrs4,
Hrs-8 è Hrs-9 ñâÿçûâàþòñÿ ñ äàííîé îðãàíåëëîé, à Hrs-1 è
Hrs-2 íåò. Äàííîå íàáëþäåíèå ïîçâîëÿåò ëîêàëèçîâàòü ñàéò
Hrs, ïðèíèìàþùèé ó÷àñòèå â ñâÿçûâàíèè ôüþçîìû. Èç äàí-
íûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 1, ìû ñäåëàëè âûâîä î òîì,
÷òî â ìîëåêóëå áåëêà Hrs ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ôüþçîìû ëîêà-
ëèçóåòñÿ ìåæäó àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè 383 è 472.

Ì ó ò à ö è ÿ è Ð Í Ê - è í ò å ð ô å ð å í ö è ÿ H r s í å íà -
ð ó ø à þ ò ö è ò î ê è í å ç à â ï ð å ì å é î ò è ÷ å ñ ê è õ ì è -
ò î ç à õ è ì å é î ç à õ. Èçâåñòíî, ÷òî íåêîòîðûå áåëêè êîì-
ïëåêñîâ ESCRT ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â öèòîêèíåçå (Carl-
ton, Martin-Serrano, 2007; Morita et al., 2007). Ïîñêîëüêó
Hrs ÿâëÿåòñÿ ÷ëåíîì êîìïëåêñà ESCRT-0, ìû ðåøèëè èñ-
ñëåäîâàòü åãî ðîëü â öèòîêèíåçå. Ìóõè, ãîìîçèãîòíûå ïî
ìóòàíòíîé àëëåëè hrsD28, íåæèçíåñïîñîáíû è óìèðàþò íà
ïîçäíåé ëè÷èíî÷íîé ñòàäèè, ïîýòîìó äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ìû âçÿëè ëè÷èíî÷íûå ñåìåííèêè. Öèòîëîãè÷åñêèé àíà-
ëèç íå ïîêàçàë íàëè÷èÿ â óêàçàííûõ îðãàíàõ ïîëèïëîèä-
íûõ ñïåðìàòîöèòîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ïîêàçàòåëåì íàðóøåíèé
öèòîêèíåçà ïðåìåéîòè÷åñêèõ ìèòîçîâ. Öèòîëîãè÷åñêèé
àíàëèç ìåéîçà-1 è ìåéîçà-2 â ñåìåííèêàõ èìàãî ëèíèè
Bam-Gal4/UAS-RNAi-hrs íå âûÿâèë ïîëèïëîèäíûõ ìåéî-
òè÷åñêèõ ìåòàôàç (â 30 îáðàçöàõ). Â ýêñïåðèìåíòå
áûëî îáíàðóæåíî íåñêîëüêî ñëó÷àåâ ïîÿâëåíèÿ êëåòîê,
ïîõîæèõ íà êëåòêè ñ äâîéíûì âåðåòåíîì. Ñðàâíåíèå ÷èñ-
ëà ìåéîòè÷åñêèõ êëåòîê, ïîõîæèõ íà êëåòêè ñ äâîéíûì
âåðåòåíîì, â ñåìåííèêàõ ñàìöîâ îïûòíîé ëè-
íèè Bam-Gal4/UAS-RNAi-hrs è êîíòðîëüíîé ëèíèè
Bam-Gal4/+ íå ïîêàçàëî ñòàòèñòè÷åñêîé ðàçíèöû. Ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî ïîÿâëåíèå ìåéîòè÷åñêèõ êëåòîê, ïîõîæèõ
íà êëåòêè ñ äâîéíûì âåðåòåíîì, íå ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì
ïîÿâëåíèÿ äåôåêòîâ öèòîêèíåçà ïðåìåéîòè÷åñêèõ ìèòî-
çîâ, íî, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ïðîñòðàíñò-

514 Å. Â. Ìàðèëîâöåâà è äð.

Ðèñ. 5. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå òðåõ èçîôîðì, èçâåñòíûõ äëÿ Hrs , ñîãëàñíî àííîòàöèè áàçû äàííûõ Flybase (á) è ñïåêòð ýêñ-
ïðåññèè èçîôîðì Hrs â ñåìåííèêàõ, êðûëîâûõ èìàãèíàëüíûõ äèñêàõ è ëè÷èíî÷íûõ ãàíãëèÿõ äðîçîôèëû, ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòà-

òå ÐÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà (á).

à — ïðÿìîóãîëüíèêè ñîîòâåòñòâóþò ýêçîíàì; ìàëåíüêèìè ÷åðíûìè ïîëîñêàìè îòìå÷åíû ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ ïðàéìåðîâ, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ
ÐÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà.

Ðèñ. 6. Ïàòòåðí ýêñïðåññèè ãåíà hrs â ñåìåííèêàõ äðîçîôèëû.

à — in situ-ãèáðèäèçàöèÿ êîìïëåìåíòàðíîãî çîíäà ê ìÐÍÊ hrs; ñòðåëêîé îòìå÷åí ó÷àñòîê ãèáðèäèçàöèè çîíäà. á — êîíòðîëü: in situ-ãèáðèäèçàöèÿ
íåêîìïëåìåíòàðíîãî çîíäà ê ìÐÍÊ Hrs, ñèãíàë îòñóòñòâóåò.



âåííîãî íàëîæåíèÿ äâóõ êëåòîê äðóã íà äðóãà, íåèçáåæíî
ñëó÷àþùåãîñÿ ïðè èçãîòîâëåíèè ïðåïàðàòîâ. Íàêîíåö,
ìû èíäóöèðîâàëè ïîÿâëåíèå ìîçàè÷íûõ êëîíîâ, ãîìîçè-
ãîòíûõ ïî ìóòàíòíîìó àëëåëþ hrsD28, â ñåìåííèêàõ ñàì-
öîâ ëèíèè hs-FLP; hrsD28 FRT/Ubi-GFP FRT ïîñðåäñòâîì
òåïëîâîãî øîêà â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Àíàëèç 30 ìîçà-
è÷íûç êëîíîâ (ïðèìåð ïîêàçàí íà ðèñ. 3) íå âûÿâèë ïîëè-
ïëîèäíûõ ñïåðìàòîöèòîâ è ïîëèïëîèäíûõ ñïåðìàòèä íà
ñòàäèè ëóêîâèöû, ÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî íè ìóòàöèè,
íè ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèÿ hrs íå íàðóøàþò öèòîêèíåçà ïðå-
ìåéîòè÷åñêèõ ìèòîçîâ è ìåéîçîâ.

Â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í à ÿ ë î ê à ë è ç à ö è ÿ ä ð ó ã è õ
ì à ð ê å ð î â ý í ä î ñ î ì â ñ ï å ð ì à ò î ã å í å ç å D. m e l a -
n o g a s t e r. Ïîìèìî Hrs ìû òàêæå èññëåäîâàëè ñïîñîá-
íîñòü áåëêîâ Rab4, Rab7 è Rab11 (ìàðêåðîâ ðàííèõ,
ïîçäíèõ è ðåöèðêóëèðóþùèõ ýíäîñîì ñîîòâåòñòâåííî)
ñâÿçûâàòüñÿ ñ àêðîñîìîé. Ýêòîïè÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ
UAS-êîíñòðóêòîâ, ñîäåðæàùèõ rab4, rab7 è rab11, ìàðêè-
ðîâàííûõ YFP, ïîä êîíòðîëåì äðàéâåðà Bam-Gal4 ïîêà-
çàëà, ÷òî óêàçàííûå áåëêè ëîêàëèçóþòñÿ â ãðàíóëàõ, êîí-
öåíòðèðóþùèõñÿ â îáëàñòè ôîðìèðîâàíèÿ áóäóùåé àêðî-
ñîìû â ñïåðìàòèäàõ ëóêîâèöû è íà ñòàäèè ëèñòà (ðèñ. 4).
Äàííîå íàáëþäåíèå ïîäòâåðæäàåò ãèïîòåçó ýíäîñîìàëü-
íîé ïðèðîäû àêðîñîìû. Êðîìå òîãî, èçó÷åíèå ðàñïðåäå-
ëåíèÿ Rab4, Rab7 è Rab11 íà äðóãèõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãå-
íåçà ïîêàçàëî, ÷òî, ïîäîáíî Hrs, Rab4 è Rab7 ëîêàëèçó-
þòñÿ íà ôüþçîìàõ â ìåéîòè÷åñêîé òåëîôàçå.

Ñ ï å ê ò ð ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è è ç î ô î ð ì H r s â ñ å ì å í -
í è ê à õ. Â ñîîòâåòñòâèè ñ èíôîðìàöèåé, ïðåäñòàâëåííîé
â áàçå äàííûõ Flybase, ñóùåñòâóþò òðè èçîôîðìû Hrs —
Hrs-A, Hrs-B è Hrs-C (ðèñ. 5, à). Ìû èñïîëüçîâàëè
ÐÒ-ÏÖÐ-àíàëèç äëÿ èçó÷åíèÿ ðàçëè÷èé â ñïåêòðàõ ýêñï-
ðåññèè èçîôîðì Hrs â íåêîòîðûõ òêàíÿõ äðîçîôèëû. Êàê
è îæèäàëîñü, èçîôîðìà Hrs-B áûëà îáíàðóæåíà âî âñåõ
èññëåäîâàííûõ òêàíÿõ (â äàííîé ðàáîòå Hrs-B ñîîòâåòñò-
âóåò ïîëíîðàçìåðíîé ôîðìå Hrs), â òî âðåìÿ êàê èçîôîð-
ìû À è Ñ îêàçàëèñü ñïåöèôè÷íûìè äëÿ ñåìåííèêîâ
(ðèñ. 5, á). ÐÍÊ èçîôîðìû Hrs-C îòëè÷àåòñÿ îò ÐÍÊ
Hrs-B òîëüêî 5R-íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòüþ; òàêèì îáðà-
çîì, òðàíñëÿöèÿ Hrs ìîæåò ñïåöèôè÷åñêè ðåãóëèðîâàòüñÿ
â õîäå ñïåðìàòîãåíåçà. Ôîðìå Hrs-À ïðàêòè÷åñêè ïîë-
íîñòüþ ñîîòâåòñòâóåò óñå÷åííàÿ ôîðìà Hrs8, â êîòîðîé
òàêæå îòñóòñòâóþò äîìåíû, íåîáõîäèìûå äëÿ çàÿêîðèâà-
íèÿ Hrs íà ýíäîñîìàõ.

Ðåçóëüòàòû in situ-ãèáðèäèçàöèè ìÐÍÊ Hrs â öåëûõ
ñåìåííèêàõ, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 6, ïîêàçûâàþò, ÷òî
ýêñïðåññèÿ hrs èìååò ìåñòî â ðàííåì ñïåðìàòîãåíåçå, ÷òî
õîðîøî êîððåëèðóåò ñ íàøèìè äàííûìè î òîì, ÷òî áåëîê
Hrs èãðàåò ðîëü èìåííî íà ñòàäèè ñïåðìàòîöèòîâ.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷èëè âíóòðèêëåòî÷íóþ
ëîêàëèçàöèþ ðàçëè÷íûõ ôîðì áåëêà-ó÷àñòíèêà âåçè-
êóëÿðíîãî òðàôèêà Hrs â ãåíåðàòèâíîé òêàíè ñàìöîâ
Drosophila melanogaster. Äëÿ äîñòèæåíèÿ öåëè ìû ñêîí-
ñòðóèðîâàëè ñåðèþ ÄÍÊ-êîíñòðóêòîâ, ñîäåðæàùèõ ïîë-
íîðàçìåðíóþ è ðàçëè÷íûå óñå÷åííûå ôîðìû Hrs, ìàðêè-
ðîâàííûå GFP. Ýêñïðåññèðóÿ ïîëíîðàçìåðíóþ ôîðìó
Hrs (Hrs-B) ïîä êîíòðîëåì äðàéâåðà Bam-Gal4, ìû îáíà-
ðóæèëè, ÷òî áåëîê ëîêàëèçóåòñÿ íà ôüþçîìàõ — öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìîñòèêàõ, ñîåäèíÿþùèõ ñïåðìàòîöèòû.
Àíàëîãè÷íóþ ëîêàëèçàöèþ ìû ïîêàçàëè äëÿ Ñ-êîíöåâûõ
óñå÷åííûõ ôîðì Hrs-8 ([290—760]) è Hrs-9 ([383—760]),

à òàêæå äëÿ äëèííîé N-êîíöåâîé ôîðìû Hrs-4 ([1—472]),
ýêñïðåññèðîâàííûõ ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Â òî æå âðåìÿ
âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ óêîðî÷åííûõ N-êîíöåâûõ
ôîðì Hrs-1 ([1—258]) è Hrs-2 ([1—298]) áûëà ñîâåðøåí-
íî èíîé: áåëêè áûëè îáíàðóæåíû â ÿäðå. Õîòÿ ïîäîáíàÿ
ëîêàëèçàöèÿ Hrs-1 è Hrs-2 ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ îò
òàêîâîé ÷èñòîãî áåëêà GFP, ìû âñå æå ñ÷èòàåì åå ñïåöè-
ôè÷íîé äëÿ óêàçàííûõ ôîðì Hrs, ïîñêîëüêó äðóãèõ ôîðì
Hrs, òàêæå ìàðêèðîâàííûõ GFP, íå îáíàðóæåíî â ÿäðå.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî Hrs ëîêàëèçóåòñÿ íå
íà àêðîñîìàõ, êàê ìû îæèäàëè, à íà ôüþçîìàõ, ÷òî ìîæåò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñïåöèôè÷åñêîé ðîëè Hrs â ïîääåð-
æàíèè ñòðóêòóðû ôüþçîì èëè ìîëåêóëÿðíîãî îáìåíà
âíóòðè ñèíöèòèÿ.

Ðàíåå ìû èçó÷èëè ýâîëþöèîííûé êîíñåðâàòèçì ðàç-
ëè÷íûõ äîìåíîâ Hrs (Omelyanchuk et al., 2009). Èñïîëüçóÿ
ãîìîëîãè÷íîå âûðàâíèâàíèå áåëêîâîãî ñåìåéñòâà è íåêîòî-
ðûå äðóãèå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå, ìû îáíàðóæèëè,
÷òî òàê íàçûâàåìûé coiled-coil-äîìåí â ñâîþ î÷åðåäü ñîñòî-
èò èç NF2-ñâÿçûâàþùåãî, STAM-ñâÿçûâàþùåãî è îïóõîëå-
ñóïðåññèðóþùåãî äîìåíîâ. Íà ðèñ. 1 âèäíî, ÷òî ñàéò ñâÿçû-
âàíèÿ ôüþçîìû ñîîòâåòñòâóåò ó÷àñòêó, âêëþ÷àþùåìó
â ñåáÿ NF2-ñâÿçûâàþùèé è STAM-ñâÿçûâàþùèé äîìåíû.
Íàìè ïîêàçàíî (Omelyanchuk et al., 2009), ÷òî â ïðîöåññå
ýâîëþöèè NF2-ñâÿçûâàþùèé äîìåí ñôîðìèðîâàëñÿ â
ìîìåíò ïîÿâëåíèÿ ìíîãîêëåòî÷íîñòè. Áîëåå òîãî, NF2-
ñâÿçûâàþùèé äîìåí ñîäåðæèò îñòàòîê ñåðèíà, êîòîðûé ó
îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò ìîæåò ïîäâåðãàòüñÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèþ. Â ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìàõ ýòîò ñåðèí çà-
ìåùàåòñÿ àñïàðàãèíîâîé êèñëîòîé, èìèòèðóþùåé ôîñôî-
ðèëèðîâàííûé ñåðèí. Òàêèì îáðàçîì, â ïðîöåññå âîçíèê-
íîâåíèÿ ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ NF2-ñâÿçûâàþùèé
äîìåí è îñòàòîê àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû, èìèòèðóþùèé
ôîñôîðèëèðîâàííûé ñåðèí, âîçíèêëè îäíîâðåìåííî.

Ïîêàçàíî (Hayakawa, Kitamura, 2000), ÷òî äîïîëíè-
òåëüíûé ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ýíäîñîì áåëêîì Hrs ÷åëîâåêà
ëîêàëèçóåòñÿ ìåæäó 503-ì è 604-ì àìèíîêèñëîòíûìè
îñòàòêàìè. Èñïîëüçóÿ ãîìîëîãè÷íîå âûðàâíèâàíèå (ñì.:
Omelyanchuk et al., 2009), ìû âûÿñíèëè, ÷òî ëåâàÿ ãðàíè-
öà äàííîãî ðåãèîíà òî÷íî ñîîòâåòñòâóåò ëåâîé ãðàíèöå
îïóõîëåñóïðåññèðóþùåãî äîìåíà Hrs äðîçîôèëû, ðàñïî-
ëàãàþùåãîñÿ çà ïðåäåëàìè ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ôüþçîìû.
Òàêèì îáðàçîì, ñâÿçûâàíèå ýíäîñîì è ñâÿçûâàíèå ôüþ-
çîì — ðàçëè÷íûå ôóíêöèè Hrs, çà êîòîðûå îòâåòñòâåííû
ðàçíûå äîìåíû áåëêà. Íàèáîëåå âåðîÿòíî, ÷òî ñàéò ñâÿ-
çûâàíèÿ ôüþçîìû ñîîòâåòñòâóåò ñàéòó ñâÿçûâàíèÿ
STAM. Â ðàáîòå Áåððóòè ñ êîëëåãàìè (Berruti et al., 2010)
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ñïåðìàòîãåíåçå ìëåêîïèòàþùèõ Hrs
è STAM ëîêàëèçóþòñÿ íà àêðîñîìå. Ïîñêîëüêó â ñïåðìà-
òîãåíåçå äðîçîôèëû Hrs ëîêàëèçóåòñÿ íà ôüþçîìàõ, ìîæ-
íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî STAM òàêæå ëîêàëèçóåòñÿ íà ôüþ-
çîìàõ, à íå íà àêðîñîìàõ.

Ðàíåå ìû èññëåäîâàëè äåôåêòû ñïåðìàòîãåíåçà ñòå-
ðèëüíûõ ìóòàíòîâ Mer3 è Mer4 (Merlin — ãîìîëîã äðîçî-
ôèëû áåëêà NF2 ìëåêîïèòàþùèõ). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî óêà-
çàííûå ìóòàöèè âûçûâàþò äåôåêòû ìåéîòè÷åñêîãî öèòî-
êèíåçà (Dorogova et al., 2008). Êðîìå òîãî, ó ìóòàíòîâ
íàáëþäàëè äåôåêòû ïîëÿðèçàöèè öèñò, óäëèíåíèÿ ÿäåð è
èíäèâèäóàëèçàöèþ ñïåðìàòèä. Èñïîëüçîâàíèå àíòèòåë
ïðîòèâ Mer ïîêàçàëî, ÷òî â ñïåðìàòîãåíåçå áåëîê ïåðåìå-
ùàåòñÿ èç êîðòèêàëüíîé öèòîïëàçìû ñïåðìàòîöèòîâ â îá-
ëàñòü ìåéîòè÷åñêîãî âåðåòåíà òåëîôàçû ìåéîçà I. Íà
ñòàäèè ëóêîâèöû áåëîê îáíàðóæèâàåòñÿ íà íåáåíêåðíå.
Ãðàíóëû, ñîäåðæàùèå Mer, áûëè îáíàðóæåíû åùå â îáëà-
ñòè àêðîñîìû çðåëûõ ñïåðìèåâ. Òàêèì îáðàçîì, âíóòðè-
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êëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå Mer â ñïåðìàòîãåíåçå äðîçîôè-
ëû îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîãî Hrs, ïîýòîìó ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ñàéò ñâÿçûâàíèÿ NF2 íå ïðèíèìàåò ó÷àñòèÿ â
ñâÿçûâàíèè Hrs ñ ôüþçîìîé.

Ìû îáíàðóæèëè òàêæå, ÷òî ìàðêåðû ðàííèõ è ïîçä-
íèõ ýíäîñîì Rab4 è Rab7, ïîäîáíî Hrs, ëîêàëèçóþòñÿ â
ðàííåì ñïåðìàòîãåíåçå íà ôüþçîìàõ. Òàêèì îáðàçîì, êàê
â ãåíåðàòèâíîé òêàíè ñàìîê, òàê è â ãåíåðàòèâíîé òêàíè
ñàìöîâ äðîçîôèëû ðàçëè÷íûå áåëêè ýíäîñîì ó÷àñòâóþò â
ïîääåðæàíèè ôóíêöèè ôüþçîì. Â îòëè÷èå îò Hrs èçó÷åí-
íûå ìàðêåðû ýíäîñîì (Rab4, Rab7 è Rab11) ëîêàëèçóþòñÿ
íà áîëåå ïîçäíåé ñòàäèè ëèñòà íà àêðîáëàñòå. Òåì íå ìå-
íåå ïî ñðàâíåíèþ ñ Rab11 ñâÿçûâàíèå àêðîáëàñòà Rab4 è
Rab7 èìååò áîëåå äèôôóçíûé õàðàêòåð. Îñíîâíàÿ ñõåìà
áèîãåíåçà àêðîñîìû ìëåêîïèòàþùèõ (Berruti et al., 2010)
ïîäðàçóìåâàåò ó÷àñòèå ýíäîñîì â êà÷åñòâå ïðîìåæóòî÷-
íûõ ñòðóêòóð â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ àêðîñîìû. Íà-
áëþäàåìîå íàìè âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå Rab4 è
Rab7 õîðîøî ñîîòâåòñòâóåò äàííîé ñõåìå.

Èçó÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè Rab4, Rab7 è
Rab11 è ïðîöåññû áèîãåíåçà àêðîñîì ó ìëåêîïèòàþùèõ è
äðîçîôèëû ñõîäíû ìåæäó ñîáîé. Îòìåòèì òàêæå, ÷òî äèíà-
ìè÷åñêàÿ ðåëîêàëèçàöèÿ Rab11 ñ ñîêðàòèòåëüíîãî êîëüöà íà
àêðîáëàñò áûëà ïîêàçàíà è ðàíåå (Giansanti et al., 2007).

Èçó÷åíèå ñïåêòðà ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ èçîôîðì
Hrs â òêàíÿõ äðîçîôèëû ïîêàçàëî, ÷òî â îòëè÷èå îò ñîìà-
òè÷åñêèõ òêàíåé â ãåíåðàòèâíûõ òêàíÿõ ñàìöîâ ïðåäñòàâ-
ëåíû âñå òðè èçîôîðìû, ïðè÷åì èçîôîðìà À ÿâëÿåòñÿ
ñïåöèôè÷íîé äëÿ äàííîé òêàíè. Èçîôîðìû B è C êîäèðó-
þò àáñîëþòíî èäåíòè÷íûå ôîðìû áåëêà è îòëè÷àþòñÿ
òîëüêî 5R-íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòüþ (5R-ÍÒÎ). Â òî æå
âðåìÿ èçîôîðìà À íå òîëüêî èìååò óíèêàëüíóþ 5R-ÍÒÎ,
íî åùå îòëè÷àåòñÿ îòñóòñòâèåì â êîäèðóþùåé áåëîê îá-
ëàñòè ó÷àñòêîâ, êîäèðóþùèõ VHS-äîìåí è ÷àñòü FY-
VE-äîìåíà, èãðàþùèõ âàæíóþ ðîëü â çàÿêîðèâàíèè Hrs
íà ïîâåðõíîñòè ýíäîñîì. Â òî æå âðåìÿ Hrs-A ñîäåðæèò
ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ôüþçîìû. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî ñïåöèôè÷åñêàÿ ôîðìà Hrs-A, ýêñïðåññèðó-
ÿñü â ñåìåííèêàõ ñàìöîâ äðîçîôèëû, îáåñïå÷èâàåò ïîä-
äåðæàíèå ôóíêöèè ôüþçîìû, íå áóäó÷è ïðè ýòîì âîâëå-
÷åííîé â âûïîëíåíèå îñíîâíîé ôóíêöèè Hrs â ïðîöåññå
âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà. Äàííûå íàøåãî ýêñïåðèìåíòà
ïî in situ-ãèáðèäèçàöèè ìÐÍÊ Hrs â ñåìåííèêàõ ïîêàçû-
âàþò, ÷òî Hrs ïðåèìóùåñòâåííî ýêñïðåññèðóåòñÿ â ðàí-
íåì ñïåðìàòîãåíåçå, ÷òî ïîäòâåðæäàåò åãî îñîáóþ ðîëü â
ïîääåðæàíèè ôóíêöèè ôüþçîì ñïåðìàòîöèòîâ.

Â îòëè÷èå îò ìíîãèõ áåëêîâ ESCRT-êîìïëåêñîâ Hrs
íå èìååò ôóíêöèè îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà (Hariharan,
Bilder, 2006). Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè êîìïëåêñîâ ESCRT-I è
ESCRT-II (Carlton, Martin-Serrano, 2007; Morita et al.,
2007), à òàêæå áåëêè Snf7 ESCRT-III (Capalbo et al., 2012)
ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè öèòîêèíåçà â ñïåðìàòî-
ãåíåçå. Íàøè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà
îñîáåííîñòè ñâîåé ëîêàëèçàöèè, Hrs íå ïðèíèìàåò ó÷àñ-
òèÿ â ïðîöåññå öèòîêèíåçà â ñïåðìàòîãåíåçå, ïîñêîëüêó
íè ìóòàöèè, íè ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè hrs íå âûçûâàëè äå-
ôåêòîâ öèòîêèíåçà. Ýòî íàáëþäåíèå õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ
ñ çàìå÷àíèåì (Tognon et al., 2014) î òîì, ÷òî ESCRT-0
âîçíèê â ïðîöåññå ýâîëþöèè íåäàâíî è ïîòîìó íå ÿâëÿåò-
ñÿ íåîáõîäèìûì äëÿ ïðîõîæäåíèÿ öèòîêèíåçà.

Ç à ê ë þ ÷ å í è å. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ñåìåííèêàõ äðî-
çîôèëû ýêñïðåññèðóþòñÿ òðè èçîôîðìû Hrs, àííîòè-
ðîâàííûå â áàçå äàííûõ FlyBase. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â
îòëè÷èå îò Hgs, ãîìîëîãà Hrs ìëåêîïèòàþùèõ, Hrs (ïîë-
íîðàçìåðíàÿ áåëêîâàÿ ôîðìà Hrs-B) äðîçîôèëû ëîêàëè-

çóåòñÿ íà ôüþçîìàõ ñïåðìàòîöèòîâ. Òàêàÿ ëîêàëèçàöèÿ
òðåáóåò íàëè÷èÿ â ìîëåêóëå áåëêà Ñ-êîíöåâîãî ôðàãìåí-
òà, ðàñïîëîæåííîãî ìåæäó 383-ì è 472-ì àìèíîêèñëîò-
íûìè îñòàòêàìè. In situ-ãèáðèäèçàöèÿ ìÐÍÊ â ñåìåííè-
êàõ ïîêàçàëà, ÷òî ãåí ýêñïðåññèðóåòñÿ â ðàííåì ñïåðìàòî-
ãåíåçå, ÷òî ïîäòâåðæäàåò íàøè äàííûå î òîì, ÷òî Hrs
ïðèñóòñòâóåò â ñïåðìàòîãåíåçå íà ôüþçîìàõ ñïåðìàòî-
öèòîâ. Ïîñêîëüêó èçîôîðìà Hrs-A, ëèøåííàÿ ñàéòîâ ñâÿ-
çûâàíèÿ ýíäîñîì, íî èìåþùàÿ ïðåäïîëàãàåìûé ñàéò ñâÿ-
çûâàíèÿ ôüþçîì, áûëà îáíàðóæåíà íàìè òîëüêî â ñåìåí-
íèêàõ, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî Hrs â ñïåðìàòîãåíå-
çå èìååò ñïåöèàëüíóþ ôóíêöèþ ïîääåðæàíèÿ ôóíêöèî-
íàëüíîñòè ôüþçîì. Êðîìå òîãî, ìû ïîêàçàëè, ÷òî Hrs íå
èãðàåò ðîëè â ðåãóëÿöèè öèòîêèíåçà â ñïåðìàòîãåíåçå.
Íàêîíåö, ìû ïîêàçààëè, ÷òî, íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå Hrs
íà àêðîñîìå äðîçîôèëû, ìû äåòåêòèðîâàëè íà îðãàíåëëå
ìàðêåðû ýíäîñîì Rab4, Rab7 è Rab11, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
â ïîëüçó ýíäîñîìàëüíîé ãèïîòåçû àêðîñîìîãåíåçà.
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Acrosome is a special organelle in spermatozoids necessary for fertilizing oocyte and originates, according
to various theories, either from Golgi apparatus, or from endosomes and lysosomes. One of the proteins, found
at mammalian acrosome, is Hgs, a homologue of Drosophila melanogaster Hrs (Hepatocyte growth factor re-
gulated tyrosine kinase substrate), a known marker of multivesicular bodies (MVBs). However, although Dro-
sophila acrosome was extensively studied, it is yet unknown whether Hrs localizes at acrosome similar to Hgs
and, more generally, whether the spectrum of acrosomal proteins in Drosophila is the same as in mammals. Hrs
(hepatocyte growth factor regulated tyrosine kinase substrate) is the multidomain vesicular protein participating
in the endosome-lysosome protein sorting. We demonstrated that two protein variants of the Drosophila Hrs are
expressed in testes: a longer isoform B, and a shorter isoform A, which lacks VHS and FYVE domains that are
necessary for anchoring Hrs in endosomes. We found that Hrs isoform B is concentrated at fusoma of spermato-
cytes in contrast to mammalian Hrs. This localization requires the C-terminus of the protein, starting from the
aminoacid residue 383. In situ hybridization of hrs RNA probe showed that the gene is expressed early in sper-
matogenesis consistently with Hrs localization in early fusoma. Additionally, we demonstrated that Hrs is dis-
pensable for cytokinesis. Finally, it was found that although Drosophila Hrs does not localize at acrosome, the
other endosomal markers — Rab4, Rab7, and Rab11 — are detected at the organelle.

K e y w o r d s: vesilular traffic, endosome, endocytosis, spermatogenesis, acrosome, fusome.
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