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БЕЛОК Xmas-2 Drosophila melanogaster ПОДВЕРГАЕТСЯ
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Комплекс TREX-2 объединяет несколько стадий экспрессии генов, таких как активация тран-
скрипции и экспорт мРНК. У D. melanogaster TREX-2 состоит из четырех основных белков: Xmas-2,
ENY2, PCID2, Sem1p. Белок Xmas-2 является ядром комплекса, с которым взаимодействуют другие
субъединицы TREX-2. Гомологи Xmas-2 найдены у всех высших эукариот. Ранее было показано,
что гомолог Xmas-2 человека, белок GANP, может подвергаться расщеплению на две части, вероят-
но, во время апоптотической гибели клеток. Мы показали, что белок Xmas-2 D. melanogaster также
способен расщепляться на два фрагмента. Получающиеся фрагменты соответствуют двум большим
доменам Xmas-2. Деление белка наблюдается как in vivo, так и in vitro. Однако раcщепление Xmas-2
у D. melanogaster наблюдается при нормальных условиях и, возможно, является частью механизма
регуляции транскрипции и экспорта мРНК у D. melanogaster.
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Регуляция экспрессии генов обеспечивает
правильное функционирование клетки эукариот,
ее деление, дифференцировку и взаимодействие с
другими клетками. С мРНК на разных стадиях ее
созревания и экспорта связываются различные
белки, которые формируют мРНП частицу [1].
Комплекс TREX-2 является одним из основных
участников экспорта мРНК из ядра в цитоплазму
[2–5]. Основными белками комплекса D. melano-
gaster являются белки Xmas-2, PCID2, ENY2,
Sem1p. Белок Xmas-2 в составе комплекса играет
функцию скаффолда, с которым взаимодейству-
ют все остальные белки.

К настоящему времени данные о доменах вза-
имодействия с другими белками комплекса и
РНК имеются только для ортолога Xmas-2 у
дрожжей – белка Sac3 [6–8]. На рис. 1а представ-
лена схема доменной структуры Xmas-2, основан-
ная на его гомологии с Sac3. На N-конце белка
располагается РНК-связывающий домен. С 146
по 501 ак находится домен семейства Sac3-GANP.
В этом домене и распространяясь несколько ши-
ре в C-концевую область, находится сайт взаимо-

действия Xmas-2 с PCID2 и РНК (WH). Сразу по-
сле WH домена уже в C-концевой части распола-
гается CID домен. Этот домен у дрожжей отвечает
за взаимодействие гомолога Xmas-2 с гомологом
ENY2, который в свою очередь взаимодействует с
комплексом SAGA и ядерной порой [9]. Нами
был выделен совместный комплекс TREX-2 и
ORC, участвующий в экспорте мРНК [10], было
показано, что CID-домен и С-концевая область
Xmas-2 необходимы для связывания Xmas-2 с
субъединицей ORC комплекса – белком Orc3 в
комплексе с ENY2 [10, 11].

У гомолога Xmas-2 человека, белка GANP, по-
казано расщепление белка на две части. Один из
образующихся белков соответствует N-концевой
части белка, в то время как C-концевая часть бел-
ка, включающая CID домен, входит в состав вто-
рого белка. У человека расщепление GANP не
происходит в нестрессовых условиях [12]. У
D. melanogaster при Вестерн-блот анализе белок
Xmas-2 выявляется в виде полосы, соответствую-
щей полноразмерному расчетному белку в ядер-
ном эмбриональном экстракте, но также в ми-
норном количестве выявляются полоски, соот-
ветствующие более низкомолекулярным белкам
около 140 кДа и 100 кДа (рис. 1б). В экстракте, в
который добавлены ингибиторы фосфатаз, Xmas-2,
детектируется в виде двух полос, соответствую-
щих белкам с молекулярным весом около 100 и
80 кДа (рис. 1б). Надо отметить, что условия экс-
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тракции соответствовали стандартным, однако,
блокирование дефосфорилирования экстракта
способствовало процессу расщепления белка.

Для подтверждения полученных результатов
была создана конструкция для экспрессии белка
в S2 клетках D. melanogaster, включающая ДНК,
кодирующую полноразмерный Xmas-2 с FLAG-
эпитопом на N-конце белка и HA-эпитопом на

C-конце белка. Схема конструкции Xmas-2-
FLAG/HA представлена на рис. 2а.

Результат оверэкспрессии Xmas-2-FLAG/HA
был визуализирован методом Вестерн-блот ана-
лиза. Для визуализации были использованы ан-
титела к FLAG- и HA-эпитопам. При гибридиза-
ции мембраны с антителами к FLAG-эпитопу вы-
являлся белок, соответствующий молекулярному

Рис. 1. Анализ Xmas-2 D. melanogaster. (а) – Схема доменной организации Xmas-2, основанная на его гомологии с ор-
тологом дрожжей Sac3. Указаны домен семейства SAC3-GANP, домен взаимодействия с ENY2 – CID, домен взаимо-
действия с РНК – RRM, домен взаимодействия с PCID2 и Sem1p – WH. (б) – Фореграмма Вестерн-блот-анализа бел-
ков из ядерного эмбрионального экстракта D. melanogaster. Экстракт, при выделении которого были добавлены инги-
биторы фосфатаз, указан как “+”. Гибридизация с антителами к Xmas-2. Слева – маркёр молекулярного веса.
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Рис. 2. Расщепление Xmas-2 in vitro. (а) – Схема оверэкспрессированного с FLAG- и HA-эпитопами полноразмерного
Xmas-2. Указаны FLAG-эпитоп на N-конце белка и HA-эпитоп на C-конце. (б) – Фореграмма Вестерн-блот-анализа
белков из лизата S2 клеток без (контроль) и с оверэкспрессированным Xmas-2-FLAG/HA. Гибридизация с антитела-
ми к FLAG-эпитопу (левая панель) и HA-эпитопу (правая панель). Стрелочками указаны детектируемые белки. Мар-
кёр молекулярного веса в обоих случаях указан слева.
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весу 170 кДа (полноразмерный Xmas-2), но также
детектировался белок, соответствующий молеку-
лярному весу около 80 кДа. При гибридизации
мембраны с антителами к HA-эпитопу выявлялся
белок, соответствующий молекулярному весу
полноразмерного Xmas-2, но также детектиро-
вался белок, соответствующий размеру около
100 кДа. (рис. 2б). Таким образом, полученные
данные (рис. 2б) подтвердили эксперименты
in vivo (рис. 1б).

Исходя из данных, полученных для гомолога
Xmas-2 человека, и полученных нами данных,
можно предположить, как расщепляется Xmas-2,
принимая во внимание его доменную структуру.
На рис. 3а представлены возможные образующи-
еся при расщеплении Xmas-2 белки. На рисунке
указан известный сайт расщепления GANP (го-
молога Xmas-2 человека) и возможное место рас-
щепления Xmas-2.

Образование N-концевого и С-концевого
фрагментов Xmas-2 было исследовано в экспери-
менте с оверэкспрессией частей Xmas-2 в S2 клет-
ках D. melanogaster. Были созданы конструкции,
кодирующие последовательности ДНК, соответ-
ствующие последовательностям вероятных N- и
C-концевых форм белка Xmas-2, слитые с FLAG-
и НА-эпитопом соответственно (N-Xmas-2 и
C-Xmas-2) (рис. 3а). Визуализация оверэкспрес-
сированных белков методом Вестерн-блот анали-
за показала, что созданные N- и C-концевые ча-
сти Xmas-2 по молекулярному весу соответствуют
ранее выявленным в экспериментах in vivo и in vi-
tro фрагментам Xmas-2: 80 кДа для N-концевой и
100 кДа для С-концевой части (рис. 3б).

Таким образом, у D. melanogaster Xmas-2 рас-
щепляется так же, как и у человека, на два белка.
Один из белков включает SAC3-GANP домен, от-
вечающий за взаимодействие с PCID2 и РНК,

Рис. 3. Образующиеся в результате расщепления Xmas-2 белки. (а) Схема возможного расщепления Xmas-2 на осно-
вании его гомологии с GANP и полученными в экспериментах данными. На схеме указаны основные домены белка:
SAC3-GANP, CID, RRM. Стрелочками отмечено возможное место протеолиза. Показаны образующиеся белки
N-Xmas-2 и C-Xmas-2. (б) – Фореграмма Вестерн-блот-анализа белков из лизата S2 клеток без (контроль) и с оверэкс-
прессированными белками N-Xmas-2-FLAG и C-Xmas-2-HA. Гибридизация с антителами к FLAG/HA-эпитопам.
Стрелочками указаны детектируемые белки. Маркёр молекулярного веса в обоих случаях указан слева.
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другой белок включает в себя C-концевую часть
Xmas-2, отвечающую за взаимодействие с ORC, с
ENY2 и через него с комплексом SAGA и NPC.
Однако, в отличие от расщепления GANP [12],
расщепление Xmas-2 происходит независимо от
условий стресса. Возможно, расщепление Xmas-2
является необходимым механизмом регуляции
количества комплексов экспорта мРНК, взаимо-
действующих с ядерной порой. Вероятно, такой
протеолиз Xmas-2 отражает изменение строения
комплекса TREX-2 и последовательные этапы
процесса экспорта мРНК, происходящие как
вблизи ядерной поры, так и в нуклеоплазме.
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THE XMAS-2 PROTEIN OF DROSOPHILA MELANOGASTER UNDERGOES 
CLEAVAGE INTO TWO FRAGMENTS
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The TREX-2 complex integrates several stages of gene expression, such as transcriptional activation and mR-
NA export. In D. melanogaster TREX-2 consists of four main proteins: Xmas-2, ENY2, PCID2, and Sem1p.
Xmas-2 protein is the core subunit of the complex with which other TREX-2 subunits interact. Xmas-2 ho-
mologues have been found in all higher eukaryotes. Previously, it was shown that the human Xmas-2 homo-
logue, GANP protein can undergo cleavage into two parts, probably during apoptotic cell death. We showed
that the Xmas-2 protein of D. melanogaster also can split into two fragments. The resulting fragments of the
protein correspond to the two large domains of Xmas-2. Protein splitting is observed both in vivo and in vitro.
However, Xmas-2 cleavage in D. melanogaster is observed under normal conditions and is probably a part of
the mechanism of transcription and mRNA export regulation in D. melanogaster.

Keywords: TREX-2, Xmas-2, mRNA export, transcription


